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1. Einleitung

1.1. Die mikrobielle Vielfalt

Die Vielfalt der auf der Erde lebenden Mikroorganismen wird als enorm hoch eingeschatzt und
ist bis heute Gegenstand aktueller Forschung. Neuen Studien zufolge ist unsere Erde Heimat
fur Gber 10" mikrobielle Spezies (Locey und Lennon 2016). Die Diversitat umfasst ein breites
Spektrum an Organismen, darunter Pilze (z.B. Candida), Bakterien (z.B. Escherichia coli),
Protozoen (z.B. Wimperntierchen), Mikro-Algen (z.B. Chlorellen) und Archaeen (z.B.
Methanobrevibacter) (Dunlap 2001). Nach wie vor werden phylogenetisch neue und (noch)
nicht kultivierbare Mikroben gefunden. Es wird geschatzt, dass die nicht kultivierbaren
mikrobiellen Gattungen weltweit 7 x 102° Organismen umfassen konnten (Lloyd et al. 2018).
Mikroben sind essenziell fir den Kreislauf der Natur, da sie Produzenten in vielen
Nahrungsketten sind, aber auch als Destruenten organische Stoffe zu anorganischer Matrix
umwandeln. Eine Vielzahl an Mikroorganismen ist fir Sdugetiere von besonderer Bedeutung
hinsichtlich der Erhaltung ihrer Gesundheit, darunter zum Beispiel Darmmikroben, die bei der
Verdauung von Nahrung, der Bereitstellung von Vitaminen und Aminosauren, und der
Erhaltung wichtigerimmunologischer Funktionen helfen (Minamoto et al. 2012, Lin et al. 2017,
Wolters et al. 2019) und Hautmikroben, die die Oberflache von Sdugetieren besiedeln und so
vor pathogenen Keimen schitzen sowie das physiologische Hautmilieu erhalten (Sanford und
Gallo 2013, Eisenstein 2020).

Molekulare Werkzeuge, die nicht auf die Kultivierung der Organismen angewiesen sind, da sie
Nukleinsduren (=genetische Information) detektieren, ermdglichen es, Mikroben qualitativ und
quantitativ in real-time und in vivo zu erfassen und so neue Erkenntnisse Uber ihre
Verwandtschaftsgrade, die Physiologie und die Genregulation unter bestimmten
Umweltbedingungen zu sammeln. Taxonomische Profile und metabolische Zusammenhange,
die mit solchen molekularen Werkzeugen erforscht werden, erméglichen ein komplexes Bild
der mikrobiellen Welt, wie dies bisher nicht mdglich gewesen ist (Metzker 2005).

Man klassifiziert Bakterien in dem in Abb. 1 dargestellten taxonomischen System (Madigan
2015).
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Abb. 1 Systematische, taxonomische Einteilung der Bakterien. Ein neuer taxonomischer Name hat nur dann
Gliltigkeit, wenn er im "International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology* publiziert wurde.

1.2. Detektionsmethoden von Mikroben

Die Detektionsmethoden von Mikroben haben sich im Laufe der Zeit stetig weiterentwickelt.

Im Folgenden wird ein Uberblick tiber die bis heute wichtigsten Methoden gegeben.

1.2.1. Klassische Kultivierungsverfahren

Eine mikrobiologische Kultivierung ist ein Verfahren zur Vermehrung mikrobieller Organismen,
die sich in einem Medium unter kontrollierten Laborbedingungen replizieren. Mikrobielle
Kultivierung ist eine wichtige diagnostische Methode (Goldstandard in vielen Bereichen der
Diagnostik und Forschung). Das Wachstum von Bakterien wird allerdings durch viele Faktoren
beeinflusst, darunter Zusammensetzung der Atmosphare, Temperatur, Inkubationszeit und
Nahrstoffangebot. Ein Grofdteil der Bakterien konnte bis heute nicht durch
Kultivierungsverfahren identifiziert werden, da die Anspriche an die Bedingungen je nach
Spezies stark variieren und sehr speziell sein kdnnen (Singh et al. 2013). Bakterienkulturen
erlauben auch eine Sequenzierung des Genoms, sowie den Vergleich der Transkription unter
verschiedenen Bedingungen und die phylogenetische Beziehung der Stdmme zueinander
(Fournier et al. 2007). Eine weitere Verwendung von Reinkulturen sind Knock-out-
Experimente, wobei Bakterien durch Hinzufligen oder Loschen von Genen manipuliert und
transformiert werden kénnen (Wah Tang et al. 2015). Dadurch kann die Ursache fir Virulenz
und Antibiotikaresistenz sowie das invasive Potenzial eines Mikroorganismus analysiert
werden (Lagier et al. 2015).

Bakterien kénnen aber auch in einen nicht kultivierbaren Zustand (VBNC; viable but non-

culturable state) Gibergehen, dies ist eine Form der Ruhephase. Hauptmerkmal der ruhenden



Zellen ist das Herunterfahren des globalen Metabolismus und damit die Fahigkeit, sich der
Nachweismoglichkeit in einer Kultur zu entziehen und stressige Umgebungen, einschliel3lich
z.B. Angriffe des Immunsystems des Wirts oder Medikamentengaben zu tolerieren (Wong und
Wang 2004). Da es nicht mdglich ist in Kulturmedien Populationen von Zellen in einem
Ruhezustand nachzuweisen, birgt die Verwendung solcher Standardkulturmethoden zum
Nachweis pathogener Organismen immer ein Risiko und ist flir die Beschreibung der Diversitat
der Mikroorganismen nicht optimal (Ayrapetyan und Oliver 2016). Hier ermoglichen

kulturunabhangige Techniken eine schnellere und genauere Differenzierung (Austin 2017).

1.2.2. Auf PCR-basierende kulturunabhangige Methoden (konventionelle PCR und
gPCR)

Die PCR Methode beruht auf einem Vervielfaltigungsprinzip fir Nukleotidstrange. Dabei
konnen Fragmente bis zu einer Lange von ca. 3 kbp kopiert werden. Um eine PCR
durchzufuhren, mussen der (c)DNA verschiedene Reagenzien zugesetzt werden: ein
Primerpaar, die DNA- Polymerase, Desoxyribonukleosid-Triphosphate (dNTPs) und eine
Pufferlésung. Anschliefdend durchlaufen die Proben einen spezifischen Temperaturzyklus der.
20 bis 50 Mal wiederholt wird. Ein Zyklus besteht aus jeweils drei Schritten. Erstens die
Denaturierung, dabei wird die doppelstrangige DNA aufgetrennt. Zweitens das Annealing, hier
lagern sich die Primer an der DNA an. Und drittens, die Elongation, dabei baut die Polymerase
die komplementaren dNTPs in die Einzelstrange ein. Das Ergebnis sind unzahlige,
doppelstrangige Kopien der DNA (Mullis et al. 1986). Da die PCR schnell eine bedeutende
Rolle in der Biowissenschaft und Diagnostik darstellte, wurde diese Methode stetig im Laufe
der Zeit weiterentwickelt (Zhu et al. 2020).

Die qPCR (real-time PCR) ist ein Vervielfaltigungsverfahren der Nukleinsdure und basiert auf
der Quantifizierung des Produkts (Amplikon). Dabei werden Endpunktmessungen nach jedem
Amplifikationszyklus durchgefihrt. Eine weitere Auswertung zur Bestimmung der Quantitat
mittels Gelelektophorese ist somit nicht mehr notwendig (Mortarino et al. 2004). Diese
Technologie ist im Gegensatz zur Kultivierung und zur normalen PCR quantitativ (Book et al.
2009). Ein Nachteil der gPCR ist allerdings die geringe Spezifitat unter der Verwendung von
Fluoreszenzfarbstoffen und, dass mit dem normalen gPCR Verfahren keine lebend/tot
Unterscheidung gemacht werden kann. Es gibt inzwischen allerdings gPCR Assays am Markt
die Reagenzien und Farbstoffe verwenden, um freie DNA zu eliminieren, sodass nur DNA

auslebenden Zellen detektiert wird.



1.2.3. Sequenzierungsmethoden

Im Jahr 1977 veroffentlichte Dr. Frederick Sanger seine Kettenabbruchmethode (Didesoxy-
DNA-Sequenzierungsmethode) (Sanger et al. 1977). Durch die stetige Weiterentwicklung der
Didesoxy-Methode konnten neue Generationen von Sequenzierstrategien etabliert werden,
welche deutlich schneller und kostenglnstiger sind (Pareek et al. 2011). Mit Hilfe dieser
Technologien kdénnen Mikroben, die bis dato nicht kultivierbar waren, nachgewiesen und
bestimmt werden.

Sequenzierungsmethoden werden heute in vielen Bereichen der Wissenschaft angewendet
und sie werden in drei Generationen unterteilt. Die erste Generation ,First-Generation-
Sequencing® (FGS) ist die Sequenzierung nach Sanger, diese bildete die Grundlage fiur die
Entwicklung anderer Sequenzierungstechnologien welche heute als ,Next-Generation-
Sequencing" (NGS) bezeichnet werden (Verma et al. 2017). Zu NGS gehoéren die
Sequenzierung der zweiten ,Second-Generation-Sequencing” (SGS) und dritten Generation
» T hird-Generation-Sequencing“ (TGS). In den letzten Jahrzehnten wurden enorme Fortschritte
in Bezug auf Geschwindigkeit, Leselange und Durchsatz erzielt, zusammen mit einer starken
Reduzierung der Kosten pro Basenpaar (van Dijk et al. 2014).

Heutzutage ermdglicht NGS Mikroben qualitativ und quantitativ in real-time und in vivo zu
erfassen und so neue Erkenntnisse Uber ihre Physiologie und mikrobielle Okologie zu
sammeln. Taxonomische Profile und metabolische Zusammenhange ermoglichen ein

komplexes Bild der mikrobiellen Welt, wie dies bisher nicht méglich war (Metzker 2005).

1.2.3.1. Sanger Sequenzierung

Die klassische Sanger Sequenzierung beruht auf der Kettenabbruchmethode (Abb. 2). Bei
dieser Methode werden Didesoxyribonucleosid-Triphosphate (ddNTP) eingesetzt, welche so
modifiziert sind, dass die 3'-Hydroxylgruppe fehlt. Somit konnen die ddNTPs keine Bindung
mit dem 5'-Phosphat des nachsten dNTP eingehen. Dazu werden vier parallelen Reaktionen
mit jeweils einer ddNTP-Basen (A, T, C und G) durchgefiihrt. Dabei wird, ahnlich wie bei einer
PCR, die DNA zuerst denaturiert, sodass anschliefend die Primer binden konnen. Mithilfe der
Polymerase werden die dNTPs so lange komplementar angelagert, bis ein ddNTP eingebaut
wird und die Reaktion abbricht. Dadurch entstehen unterschiedlich lange DNA-Abschnitte
(Sanger et al. 1977). Fur die Auswertung werden die vier Spuren auf ein Polyacrylamidgel
aufgetragen oder mittels Laser detektiert (Heather und Chain 2016). Diese Technik gilt auch

heute noch als Goldstandard der Sequenziermethoden (Vincent et al. 2017).
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Abb. 2 Sanger Sequenzierung modifiziert nach https.//letstalkscience.ca/educational-

resources/backgrounders/sanger-sequencing (Zugriff 11.05.2021)

1.2.3.2. Next-Generation Sequencing (NGS)

Zu Beginn des 21. Jahrhunderts wurde das Next-Generation Sequencing (NGS) entwickelt
(Metzker 2010). Mit deren Methoden, welche sich in verschiedene Gruppen einteilen lassen
(Abb. 3), kdbnnen Wissenschaftler Tausende bis Millionen von DNA-Molekilen parallel in
einem einzigen Durchlauf sequenzieren. NGS ermdglicht die Genomsequenzierung mit einer
enormen Geschwindigkeit und gleichzeitig hoher Kostenersparnis (Vincent et al. 2017). So
kann beispielsweise das menschliche Genom innerhalb eines Tages sequenziert werden
(Behjati und Tarpey 2013).


https://letstalkscience.ca/educational-resources/backgrounders/sanger-sequencing
https://letstalkscience.ca/educational-resources/backgrounders/sanger-sequencing
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Abb. 3 Ubersicht iiber die Next-Generation-Sequenzierung (NGS.) SGS (zweite Generation der Sequenzierung),
TGS (dritte Generation der Sequenzierung), SBS (Sequenzierung durch Synthese) und SBL (Sequenzierung durch
Hybridisierung und Ligation).

Das Grundprinzip der Sequenzierung der zweiten Generation (SGS) basiert auf vier Schritten.
Der erste Schritt ist die Fragmentierung. Dabei werden DNA-Fragmente enzymatisch,
mechanisch oder chemisch erzeugt. Als nachstes erfolgt die Adaption. Hier werden
spezifische Adapter an die zuvor erstellten Bruchstlicke gebunden. AnschlieRend binden diese
Bruchstiicke an eine stabile Oberflache (z.B. an einen Chip) und die Amplifikation
(Vervielfaltigung) der DNA kann beginnen. Das Zusammenfassen von identischer DNA zu
sogenannten Clustern ermdglicht eine Zeitersparnis des Sequenziervorganges. Der letzte
Schritt ist die Datenanalyse. Hierbei werden die gewonnen Daten bioinformatisch analysiert.
Zu den Verfahren der SGS gehoért die Sequenzierung durch Synthese (SBS) und
Sequenzierungsverfahren durch Hybridisierung und Ligation (SBL).

Die Sequenzierung durch Synthese (SBS) lasst sich in drei Verfahren unterteilen. Zum einen
in die Pyrosequenzierung, welche auf der Detektion von Pyrophosphat basiert. Das
Pyrophosphat entsteht wahrend der DNA-Polymerisation und die Freisetzung ist mit einem
Fluoreszenzsignal gekoppelt, welches detektiert wird. Das zweite Verfahren umfasst die
Sequenzierung durch reversible Termination (lllumina Sequenzierung), bei der unter
Verwendung von fluoreszierenden dNTPs die Sequenzierung in Echtzeit verfolgt werden kann.
Bei der lllumina-Sequenzierung, welche fur diese Arbeit verwendet wurde, miussen
amplifizierte ,Sequencing Libraries” hergestellt werden, bevor die Sequenzierung durchgefiihrt
werden kann. "Libraries® sind DNA-Fragmente mit integrierten Adaptoren (siehe 1.2.3.3.
lllumina Sequenzierung).

Unter dem Verfahren Sequenzierung durch Ligation (SBL) versteht man SOLID (Support
Oligonucleotide Ligation Detection). Dessen Prinzip ist die zwei Basen-Sequenzierung. Die
Sonden binden in regelmaRigen Abstadnden nacheinander und identifizieren dabei immer zwei
Basen (Ambardar et al. 2016).

Da verschiedene Methoden existieren, orientiert man sich bei der Wahl des passenden SGS
oft an der angestrebten Coverage (=Haufigkeit der Sequenzierung einer Base innerhalb einer
Gesamtsequenz). Umso héher die Coverage ist, desto eindeutiger wird die Zuordnung zu

Referenzsequenzen ermoglicht (Zhang et al. 2011).



Die Verfahren der zweiten Generation sind in ihrer Leselange limitiert, weshalb die dritte
Generation der NGS entwickelt wurde. Zu den Verfahren der dritten Generation (TGS) zahlt
Pacific Biosciences SMRT (Single Molecule Real Time), Sequencing HelicosTM Single
Molecule Sequencing und Nanopore DNA Sequencing. Bei diesen Verfahren kann eine
Einzelmolekulsequenzierung in Echtzeit durchgefihrt werden, ohne dass die teuren und

zeitaufwendigen ,Libraries” im Vorhinein generiert werden missen.

1.2.3.3. lllumina Sequenzierung

Fir diese Arbeit wurde eine lllumina MiSeq Sequenzierung der Proben durchgefihrt. Im ersten
Schritt wird hierfur die genomische DNA fragmentiert (~500 bp) und an beiden Enden eine
Adapterligierung (,Library“-Herstellung) durchgefihrt. Die DNA-Fragmente binden dann
zufallig Gber die Adapter an die Oberflache einer lllumina Flow Cell (spezieller Glastrager),
welche mit komplementaren Adaptermolekilen versehen ist. Dadurch, dass beide Enden an
einem freien Adapter auf der stationaren Phase binden, entsteht eine DNA-Brlcke. Die
Polymerase beginnt den komplementaren Stang zu synthetisieren und die sogenannte
Bricken-PCR lauft ab. Es entstehen eine Vielzahl an DNA-Fragmenten mit identischer
Sequenz. Diese Kopien werden als Cluster bezeichnet. Im letzten Schritt baut die Polymerase
die zuvor mit unterschiedlichen fluoreszierenden Farbstoffen gekennzeichneten dNTPs ein
https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/illumina-
sequencing-history.html (Zugriff 11.05.2021).

Die Hochdurchsatzsequenzierung des 16S rRNA Gens auf der lllumina-Plattform wird zur

Beurteilung der mikrobiellen Vielfalt in vielen Umweltproben verwendet (Pichler et al. 2018).
lllumina-Sequenziermaschinen bieten unterschiedliche Durchsatzraten an. Der MiniSeq
beinhaltet ein breites Spektrum an Mdglichkeiten, bei gleichzeitig geringem Platzverbrauch
und einem verhaltnismaRig geringen Anschaffungspreis. Dieses Produkt soll auch den
kleinsten Labors Zugang zu lllumina ermdglichen. 2011 verdffentlichte lllumina mit MiSeq ein
Instrument fir den schnellen Durchlauf mit niedrigerem Durchsatz, dass sich an kleinere
Labors und fiir das Erstellen von klinischen Diagnosen richtet (Quail et al. 2012). Ein weiteres
Geréat ist das NextSeq, welches bewahrte Technologien, unter anderem Next-Generation-
Sequencing und hochauflésendes Arrey Scanning, kombiniert. Mit dem HiSeq 2000 hat die
Firma den Standard fir die parallele Sequenzierung mit hohem Durchsatz gesetzt

https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html (Zugriff 11.05.2021). In Tab. 1

sind die Eigenschaften der unterschiedlichen Systeme von lllumina dargestellt.


https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/illumina-sequencing-history.html
https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/illumina-sequencing-history.html
https://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms.html

MiniSeq MiSeq NextSeq 1000&2000 HiSeq 2500
Output 7.5Gb 0.3-15Gb 40-330 Gb 9Gb-1Tb
Laufzeit pro Lauf 4-24 h 5-55h 1148 h 7h-6d
Sequenzen pro Lauf 25 Mio 1-25 Mio 0.4-1.1 Mill 300 Mio- 4 Mill
Max. Sequenzlange 2 x 150 bp 2 x 300 bp 2 x 150 bp 2 x 250 bp
Proben pro Durchlauf 50 bis zu 384 30-75 bis zu 260
Tab. 1 Vergleich der verschiedenen Hlumina Sequenziermaschienen modifiziert nach

https.//www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/comparison-tool. html#/research-use-
only/microbiology/small-whole-genome-sequencing (Zugriff 11.05.2021). Mio= Millionen, Mill= Milliarden;
h=Stunden, d= Tage bp= base pairs, Gb= giga base pairs, Tb= tera base pairs.

1.3. Bioinformatische Analyse von Hochdurchsatzsequenzierungen

Die Bioinformatik ist ein interdisziplindres Gebiet, welches die Informatik und Biostatistik mit
biologischen Wissenschaften wie Genetik, Genomik und Physiologie verbindet. Ziele der
Bioinformatik sind die Computer gestitzte Analyse, Verwaltung, Speicherung und
Interpretation von biologischen Daten (Moore 2007). Die Entwicklung von Tools flir die
bioinformatische Analyse ist notwendig, um die molekular biologischen relevanten
Informationen aus den Daten der Hochdurchsatzsequenzierung zu gewinnen, auszuwerten
und korrekt interpretieren zu kdnnen. Die Hochdurchsatzsequenzierung ermdglicht es uns, in
relativ kurzer Zeit eine Momentaufnahme einer mikrobiellen Gemeinschaft zu dem Zeitpunkt
der Probenentnahme zu erhalten (Escobar-Zepeda et al. 2015).

Haynes et al. nennen acht Schritte zum Aufbau eines effektiven Workflows (Haines und
Pericak-Vance 2007). Der erste Schritt ist die Entwicklung des Versuchsaufbaus und das
Herausarbeiten der spezifischen Anforderungen an die Analyse. Im zweiten Schritt werden die
Rohdaten aus dem Labor eingespielt. Der dritte Schritt ist die Datenspeicherung, um
anschliefend den Zusammenhang der Ergebnisse nachvollziehen zu kdnnen. Im vierten
Schritt werden die Anforderungen an die Hardware- und Software bestimmt. Dabei ist es
wichtig zu wissen, welche Datenmenge gespeichert werden muss, wie schnell auf diese
zugegriffen werden soll und welches Betriebssystem verwendet wird. Der flnfte Schritt
umfasst das sogenannte Implementieren. Es besteht daraus, die Daten in ein funktionsfahiges

Analyseprogramm zu integrieren. Der sechste Schritt ist die Auswahl einer passenden



Benutzeroberflache. Im siebten Schritt werden die Sicherheitsanforderungen ermittelt. Der
letzte und achte Schritt besteht darin, die Softwaretools auszuwéahlen und anzuwenden, um
die gewonnen Daten aus der Analyse und die Zusammenfassung darzustellen. Um diese
Prozesse zu erleichtern, gibt es immer mehr 6ffentliche Datenbanken, die fiir die Allgemeinheit
zuganglich sind und somit die Analyse von Daten enorm erleichtern (Haines und Pericak-
Vance 2007).

Durch die Weiterentwicklung von NGS konnen riesige Datensatze generiert werden, die eine
enorme Rechenleistung fir die Analyse bendtigen. Je groRer der generierte Datensatz ist,
desto hohere Rechenressourcen und komplexere Bioinformatik Analysen sind erforderlich.
Nicht nur die Datenverarbeitung, sondern auch die Speicherung und Archivierung erfordert
enorme Serverkapazitat (Logares et al. 2012). Die Tools zur Analyse sind nach wie vor rar,
sehr spezifisch und komplex (Caporaso et al. 2010). Die Analyseparameter in den
Programmen sind oft nicht variabel genug fur die Anspruche der Datenauswertung und die
Ubertragung der groRen Datenmengen stellt weitere Herausforderungen fiir die Tools dar. Ziel
ist es, klare, einheitliche, bioinformatische Verfahren zu entwickeln, um einen reibungslosen
und reproduzierbaren Ablauf der Datenverarbeitung zu gewahrleisten. Auf diese Weise kann
die Qualitat und die Vertrauenswirdigkeit der Ergebnisse gesichert werden (Funari und
Canosa 2014).

1.3.1. Vergleich von bioinformatischen Plattformen

Die 16S rRNA Gen Sequenzierung ist die am haufigsten genutzte Methode zur Erstellung
eines mikrobiellen Profils (Douglas et al. 2020). Die verschiedenen Analysetools die derzeit
zuganglich sind weisen unterschiedliche Schwerpunkte in der Datenanalyse auf. Es ist daher
wichtig, im Voraus die Fragestellung des Versuchs zu definieren und mit den Besonderheiten
der Programme vertraut zu sein. Nur so kann die Reproduzierbarkeit und Vergleichbarkeit von

Studien erhoht und aussagekraftige Ergebnisse gewonnen werden (Allali et al. 2017).

,End-to-end” Analysetools, die fiir Rohdaten bis hin zur finalen Analyse genutzt werden

kénnen:

QIME2: In QIIME 2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2; open source software)
erfolgt die Sequenzqualitatskontrolle Uber verschiedene Tools, die in Form von Plugins
integriert sind. Die Besonderheiten von QIIME 2 gegentber anderen Analyseprogrammen sind
interaktive Visualisierungstools fur die mikrobielle Gemeinschaft, welche ohne zusatzliche
Installationen genutzt werden kdnnen. Des Weiteren werden alle Analyseschritte automatisch
als Zwischenergebnisse gespeichert, um die Ruckverfolgbarkeit der Daten zu gewahrleisten

und somit eine Reproduzierbarkeit der Analyse zu ermdglichen (Bolyen et al. 2019a). Eine
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Standard-QIIME-Analyse beginnt mit der Einspielung von Sequenzdaten von einer oder
mehreren Sequenzierungsplatformen wie Sanger, Roche / 454 oder lllumina. Es folgt die
Eingabe einer Reihe von Befehlen in ein Terminalfenster, um anschlieRend die Textausgabe
und graphische Auswertung anzuzeigen. Die Hauptausgabe der Analyse ist eine sogenannte
Feature-Tabelle, welche die Haufigkeit aller OTUs (operational taxonomic units) oder ASVs
(amplicon sequencing varients) in jeder Stichprobe beschreibt (Kuczynski et al. 2011).
OTUs/ASVs sind die Basis flir phylogenetische Baume sowie flir die phylogenetische und
taxon-basierende Analyse der Diversitat innerhalb und zwischen Proben (Caporaso et al.
2010). QIME unterstitzt eine breite Palette von Analysen und Visualisierungen der
mikrobiellen Gemeinschaft. Des Weiteren nutzt dieses Programm in groRem Umfang Unit-
Tests (Komponententests/Modultests), um die Signifikanz der Ergebnisse zu prifen. Viele
Mikrobiota Studien wurden mit QIIME™ analysiert und durch direkte Zusammenarbeit von
Entwickler und Benutzer, z.B. tiber das Online-Support-Forum, permanent verbessert, sodass
die Plattform einem immer groRer werdenden Feld an Mikrobiomforschern, sowohl in der
Wissenschaft, als auch in der Industrie, von Nutzen ist (Bolyen et al. 2019b).

Mothur: Mothur ist auch eine beliebte Open-Source-Software fur die Analyse von Amplikon
Sequenzier-Datensatzen. Das Besondere an diesem Tool ist, dass es vom Prozessieren der
Rohsequenzen und Visualisierung bis hin zur Alpha- und Beta-Diversitat alles in einem
Programm vereint. Somit ermdglicht es dem Benutzer, zur Auswertung nur ein einziges Tool
zu nutzen. Mothur ist ein effizientes, flexibles und leistungsstarkes Open-Softwaretool
(Schloss et al. 2009). Vergleicht man QIIME mit Mothur, zeigen sich keine statistisch
signifikanten Unterschiede bei der Schatzung der relativen Haufigkeit auf Gattungsebene und
der Anzahl an Taxa, unter der Verwendung von SILVA als Referenzdatenbank. Nutzt man
jedoch Green Genes als Referenzdatenbank, zeigt Mothur eine héhere Diversitat als QIIME.
Des Weiteren gibt es zwischen Mothur und QIIME Abweichungen bei der Berechnung der
Beta-Diversitat. Diese Abweichungen werden durch die unterschiedlichen Schatzalgorithmen
der selten vorkommenden Mikroorganismen der beiden Analysetools ausgeldst (Lopez-Garcia
et al. 2018).

DADA2: DADA 2 (Divisive Amplicon Denoising Algorithm 2) ist ein Tool zur Analyse der
mikrobiellen Gemeinschaft und kann nur fir Daten aus der lllumina Sequenzierung
angewendet werden. Es ist fur alle Gensequenzen geeignet und auch in QIIME 2 integriert.
Fehler in den Sequenzen werden mithilfe von Qualitatsfilterung und Bildung von OTUs
korrigiert. Innerhalb der OTUs werden ahnliche Sequenzen zusammengefasst, wodurch eine
Fehlerreduktion erfolgt und die Fehlinterpretationen der Sequenzen vorgebeugt wird (Callahan
et al. 2016). Anstelle von OTUs kdnnen auch ASVs genutzt werden. Durch ASVs kdnnen
Unterschiede von einem Nukleotid in den Sequenzdaten analysiert werden. Durch die

Verwendung von ASVs ist eine taxonomische Zuordnung genauer als durch eine OTU
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Klassifizierung und der direkte Vergleich von Daten aus unterschiedlichen Studien ist so
erstmals mdglich https://benjineb.github.io/dada2/index.html (Zugriff am 25.09.21).
MICCA: MICCA (MiCrobial Community Analyse) ist eine oOffentlich zugéangliche

Softwarepipeline zur Verarbeitung von Single-End Sequenzen, welche durch Roche 454 oder

lllumina Sequenzierung gewonnen werden. Mit diesem Tool kénnen Qualitatsfilterung,
Clustern von OTUs und taxonomische Klassifizierung kombiniert werden und mikrobielle
Gemeinschaften analysiert werden. Ein neuer Clustering Algorithmus, welcher speziell flr
OTUs entwickelt wurde, liefert bei geringer Sequenztiefe genaue Schatzungen uber die Anzahl
an OTUs in der Analyse Im Vergleich dazu erfordern andere Tools (QIIME und Mothur) eine
bessere Sequenztiefe. MICCA ist Python-basiert und kann auf allen gangigen
Computeroberflachen genutzt werden, zudem ist es speichereffizient und einfach zu bedienen
(Albanese et al. 2015) https://compmetagen.github.io/micca/ (Zugriff 26.09.21).

Da die Nachfrage an Analysetools stetig steigt, werden immer neue end-to-end Tools
publiziert, unter andrem rANOMALY: rANOMALY (AmplicoN wOrkflow for Microbial

community AnalYsis) ist ein auf R-Paket basierendes Analysetool. Ziel ist es, durch die

Verwendung eine Standardisierung und Automatisierung zu ermdéglichen. Dadurch steigt die
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen und die Vergleichbarkeit verschiedenen Studien
miteinander wird erhoht (Theil und Rifa 2021).

Microeco: ist ebenfalls ein auf einem R-Paket basierendes Tool zur Analyse von mikrobiellen
Gemeinschaften. Es kombiniert eine Reihe von haufig verwendeten Analyseschritten, wie zum
Beispiel die Alpha-, und Beta-Diversitatsanalyse. Microeco stell fur den Benutzer ein schnelles,
flexibles und leistungsstarkes Analysetool dar (Liu et al. 2021).

gDAT: gDAT (graphical Downstream Analysis Tool) ist eine Python basierte Pipeline. Durch
die Kombination der gangigsten Kommandozeilen-Analysetools und anschliefende
Integration in eine benutzerfreundliche graphische Oberflache, ist dieses Programm
anpassungsfahig und zukunftsorientiert (Vasar et al. 2021).

Nicht nur die Auswahl des Analysetools, sondern auch die der Referenzdatenbanken, spielen
eine grolte Rolle bei der Datenanalyse. SILVA wird im Gegensatz zu Green Genes regemalig
aktualisiert, weshalb SILVA den bevorzugten Referenzdatensatz zur Klassifizierung der Daten
darstellt (Allali et al. 2017, Lépez-Garcia et al. 2018).

1.4. Darmmikrobiota

Molekular-phylogenetische Studien haben gezeigt, dass das intestinale Mikrobiom von
Saugetieren sehr unterschiedlich ist und mehrere hundert bis tber tausend bakterielle Spezies
beherbergt (Minamoto et al. 2012b). Die mikrobielle Gesamtheitim Darm von Saugetieren wird

auf 10'? bis 10" Organismen geschatzt. Dies entspricht ca. der zehnfachen Menge der


https://benjjneb.github.io/dada2/index.html
https://compmetagen.github.io/micca/
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Wirtszellen (Suchodolski et al. 2009, Handl et al. 2011). Neben der vertikalen Ubertragung von
Mikrobiota vom Muttertier auf das Jungtier wird der gegenseitige, permanente
Mikrobenaustausch mit der Umwelt als enormer Vorteil des Gruppenlebens
angesehen(Lombardo 2008). Von 55 bekannten bakteriellen Phyla dominieren nur drei den
Saugetier-GIT: Bacteroidota, Firmicutes und Proteobacteria. Daher ist es wahrscheinlich, dass
sich Wirtsorganismen mit ihren GlT-assoziierten Mikroben co-evolutionar entwickelt haben,
um von der Symbiose die zur gastrointestinalen Homoostase beitragt, zu profitieren (Backhed
et al. 2005).

Die Gesamtheit aller mikrobiellen Gene im GIT (Gastrointestinalentrakt) wird als
Darmmikrobiom bezeichnet. Dies spielt fur die Gesundheit des Wirts eine entscheidende
Rolle. Durch die ansassigen Mikroorganismen kann das Immunsystem stimuliert und
Krankheitserreger abgewehrt werden (Minamoto et al. 2012b). Des Weiteren unterstiitzen
Mikrobiota die Verdauung und bieten somit einen erndhrungsphysiologischen Nutzen fur
Enterozyten, z.B. durch die Produktion kurzkettiger Fettsduren (Tremaroli und Backhed 2012).
Ein intaktes Mikrobiom bietet eine Vielzahl von gesundheitlichen Vorteilen, zum Beispiel dient
es als Barriere gegen das Eindringen von Krankheitserregern (Neish 2009). Verschiedene
exogene Faktoren, wie Ernahrung oder Haltung, beeinflussen die Zusammensetzung der
Mikrobiota, dennoch ist diese gegenuber den meisten Umwelteinflissen stabil und kehrt nach
Behandlungen meist zu der urspringlichen Zusammensetzung zurlck (Lyu et al. 2020).
Frihere Studien haben gezeigt, dass die Immunitat des Wirts gegenlber Krankheiten in einer
engen Wechselwirkung mit einem intakten Mikrobiom des GIT steht. Eine mikrobielle
Dysbiose kann mit unterschiedlichen gastrointestinalen Krankheiten und extraintestinalen
Storungen bei Saugetieren in Verbindung gebracht werden (Suchodolski 2011a, Lyu et al.
2020).

In dieser Arbeit wurden Mikrobiota von an Lymphomen erkranken Katzen mit einer gesunden
Kontrollgruppe anhand von Kotproben verglichen. Bei gesunden Katzen nimmt die Anzahl der
Mikroorganismen im Gl-Trakt vom Magen zum Dickdarm zu (Handl et al. 2011). In den
proximalen Teilen des Gl-Trakts wird eine gleichmaRigere Verteilung der aeroben und
anaeroben Bakterien beobachtet, wahrend in den distalen Teilen des Gl-Trakts hauptsachlich
anaerobe Bakteriengruppen Uberwiegen (Lyu et al. 2020). Die dominierenden
Bakteriengruppen ahneln denen, die bei anderen Saugetieren gefunden wurden, wobei die
Phyla Firmicutes, Bacteroidota Actinobacteria und Proteobacteria mehr als 99% der
Darmmikrobiota ausmachen (Minamoto et al. 2012b, Deng und Swanson 2015). Dabei sind
Firmicutes und Bacteroidota die abundantesten Phyla im fakalen Mikrobiom der Katze (Moon
et al. 2018). Die genaue Zusammensetzung des bakteriellen Mikrobioms im Katzendarm
variiert zwischen verschiedenen Studien, es werden aber in den meisten Studien folgende

dominante Phyla beschrieben: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidota, Fusobacteria und
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Actinobacteria (Ritchie et al. 2008, Suchodolski 2011a, Tun et al. 2012). Abweichungen in den
relativen Abundanzen dieser Phyla, die man findet, wenn man die Proben dieser drei Arbeiten
vergleicht, kdnnten einerseits mit unterschiedlichen Umwelteinflissen,
Fatterungsunterschieden und/oder unterschiedlicher Haltung der Tiere erklart werden.
Zusatzlich kénnten nicht standardisierte Probeentnahmen und Analysen verantwortlich fur

Abweichungen der Ergebnisse sein (Lyu et al. 2020).

1.5. Hypothese und Ziel dieser Arbeit

Hypothese dieser Arbeit: An Lymphomen erkrankte Katzen zeigen einen nachweisbaren
Mikrobiota Shift (Dysbiose) im Kot und unterscheiden sich im Mikrobiota Profil signifikant von
gesunden Katzen.

Ziel der Arbeit: Analyse des NGS Datensatzes mit QIIME2 und biologische Interpretation der
Ergebnisse.



14

2. Material und Methoden

Kotproben von 33 Katzen wurden aus der Vetbiobank entnommen. Die DNA aus dem Kot
wurde mit dem PowerSoil DNA Extraktionskit gewonnen und die Qualitat und Quantitat der
DNA vermessen (Tab. 3). Nach internen PCRs, die das Vorhandensein von genigend
Biomasse bestatigten, wurde eine MiSeq lllumina Hochdurchsatzsequenzierung durchgefiihrt

und der Datensatz mit QIIME2 ausgewertet.

2.1. Probengewinnung

Die Gewinnung der Kotproben wurde von Mitarbeiter/innen (unter der Leitung von Priv.-Doz.
Dr. Birgitt Wolfesberger) der Klinischen Abteilung fir Interne Medizin Kleintiere
(Veterindrmedizinische Universitat Wien, Osterreich) ausgefiihrt. Hierbei wurden 33
Kotproben gewonnen. Davon sind 23 Proben von Lymphom erkrankten und 10 von gesunden
Katzen. Fir diese Arbeit wurden die gesammelten Kotproben der erkrankten Tiere aus der

VetBiobank (Technologieplattform VetCore) enthommen.

2.2. DNA-Extraktion

Die Isolierung von DNA erfolgte aus 250 mg Kot mit Hilfe des kommerziellen Kits DNeasy
PowerSoil Pro (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Vorgaben des Herstellers (Protokoll,
,DNeasy PowerSoil Pro Kit Handbook*
https://www.giagen.com/us/resources/resourcedetail?id=9bb59b74-e493-4aeb-b6c1 -
1660852e8d97&lang=en (Zugriff 14.05.21)). Eine Leerkontrolle wurde inkludiert.

2.3. DNA-Vermessung

Die Konzentrationsbestimmung der doppelstrangigen DNA erfolgte fluorometrisch mit
einem Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen, Vienna, Austria). Die verwendete QubitDye dsDNA
BR Reagenz bindet dabei selektiv an doppelstrangige DNA. Uber den Fluoreszenzfarbstoff
konnte die DNA-Konzentration der Probe bestimmt werden. Die Durchfihrung der DNA-
Bestimmung erfolgte wie im Qubit® dsDNA BR Assay Kits Protokoll beschrieben (“Qubit 2.0

Fluorometer,” https://www.thermofisher.com/document-connect/document-



https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=9bb59b74-e493-4aeb-b6c1-f660852e8d97&lang=en
https://www.qiagen.com/us/resources/resourcedetail?id=9bb59b74-e493-4aeb-b6c1-f660852e8d97&lang=en
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FQubit_dsDNA_BR_Assay_UG.pdf&title=VXNlciBHdWlkZTogUXViaXQgZHNETkEgQlIgQXNzYXkgS2l0cw==
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connect.html?url=https%3A%2F %2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-
Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FQubit dsDNA BR Assay UG.pdf&title=VXNIciBHdWIkZT
0ogUXViaXQgZHNETKEgQIIgQXNzYXkgS2I0cw==_(Zugriff 15.05.21)).

2.4. Sequenzierung

Das Vorhandensein von genlgend Biomasse wurde zuerst mit Hilfe von der 16S rRNA Gen
PCR mit den Primern (27F (5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’)and 1492R (5-
GGYTACCTTGTTACGACTT-3’) Uberpruft.

Fir die Hochdurchsatzsequenzierung wurden Libraries fir die Amplifikation des 16S rRNA-
Gens (V3/4-Region) basierend auf den Empfehlungen zur Vorbereitung der 16S Metagenomic
Sequencing Library von lllumina hergestellt. Primer 341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3')
und 805R (5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3') (Klindworth et al. 2013) wurden zusammen
mit lllumina-Adaptersequenzen (5' CGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG bzw. &'
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG) fur die Amplifikation verwendet. Die
Libraries wurden durch Ligieren von Sequenzierungsadaptern und Indizes auf gereinigte PCR-
Produkte unter Verwendung des Nextera XT Sample Preparation Kit hergestellt (lllumina).
Aquimolare Mengen von jedem der aufgereinigten Amplikons wurden gepoolt und auf einem
lllumina MiSeq Sequencer mit einem 300-bp ,paired-end“ Leseprotokoll sequenziert. Die
Generierung und Sequenzierung der 16S-rRNA-Gen-Amplikon Libraries wurde in der NGS-

Einheit der Vienna Biocenter Core Facilities (www.vbcf.ac.at) durchgefiihrt.

2.5. Bioinformatische Analyse

Es wurde ein Protokoll fur die bioinformatische Analyse erstellt:

1. Starten der virtuellen Computeroberflache (Virtual Box) im Conda Environment

Nutzen von der Version: giime2-2019.7

conda activate qiime2-2019.7

2. Erstellen eines neuen Ordners mit dem Namen: trimmomatic

mkdir trimmomatic

3. Vorbereiten der Einspielung der Rohdaten — Anlegen eines Manifestfiles



https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FQubit_dsDNA_BR_Assay_UG.pdf&title=VXNlciBHdWlkZTogUXViaXQgZHNETkEgQlIgQXNzYXkgS2l0cw==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FQubit_dsDNA_BR_Assay_UG.pdf&title=VXNlciBHdWlkZTogUXViaXQgZHNETkEgQlIgQXNzYXkgS2l0cw==
https://www.thermofisher.com/document-connect/document-connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FQubit_dsDNA_BR_Assay_UG.pdf&title=VXNlciBHdWlkZTogUXViaXQgZHNETkEgQlIgQXNzYXkgS2l0cw==
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Ein Textdokument wurde erstellt (Supplement Tab. 1), wo die fastq Namen der Proben
gelistet sind. Diese wurden verknupft mit dem jeweiligen Dateipfad, also der Information

wo die Rohdaten zu finden sind.

Entfernen der Adapter und Primer

Hierfir wurden die Sequenzen mit einer Datenbank verglichen, die eine Vielzahl an

Adaptor- und Primervarianten beinhaltet (trimmomatic).

for i in $(Is raw-fastq/*R1*| sed "s/.*V//" | sed "s/_R1.fastq.gz//"); do

trimmomatic PE -threads 22 -phred33 raw-fastq/${i} R1.fastq.gz raw-fastq/${i} R2.fastq.gz
trimmomatic/${i} R1.trimmomatic.fastq.gz  /dev/null  trimmomatic/${i} R2.trimmomatic.fastq.gz
/dev/null ILLUMINACLIP:/Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/adapters.fasta:1:30:11

Anlegen eines neuen Ordners (02-giime)

mkdir 02-giime

Import von dem Manifestfile in QIIME und Zusammenfassung der Anzahl und Qualitat der

Sequenzen
Der Output dieses Kommandos ermdglicht es, eine interaktive Zusammenfassung der

Vorwarts- und Ruckwartssequenzen zu bekommen. Diese Zusammenfassung enthalt
Informationen Uber die Qualitat des Sequenzierungslaufs und die Anzahl der pro Probe

erhaltenen Sequenzen.

giime tools import \

--type 'SampleData[PairedEndSequencesWithQuality]' \
--input-path manifest_file.txt \

--input-format PairedEndFastqManifestPhred33V2 \
--output-path 02-qgiime/demux-paired-end.qza

Visualisierung der Qualitat der Sequenzen
Visuelle Kontrolle der Qualitit von 5und 3~ Enden Uber den QIIME2 Viewer

(https://view.giime2.org/) aus der Datei -demux-paired-end.qzv. Mithilfe eines interaktiven

Diagramms (Abb. 4) kann man feststellen, ob an einem bestimmten Punkt ein
Qualitatsverlust im base calling, also der Zuordnung der Basen, auftritt. Dies kann bei der
Auswahl der Kirzungs- und Trimmparameter im nachsten Schritt hilfreich sein (Estaki et
al. 2020). Bei lllumina Sequenzierungen ist bekannt, dass die Qualitat an den hoéheren
Basenpositionen abnimmt. An dem Punkt des Beginns der Qualitdtsabnahme sollte der
Cutoff gelegt werden und die Sequenzen sollten hier im nachsten Schritt abgeschnitten
werden. Der Cutoff wird fir Vorwarts- und Rickwartssequenzlesevorgange separat

bestimmt (Hall und Beiko 2018). Bei dem dieser Arbeit zugrunde liegenden Datensatz
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wurde der Cuttoff, basierend auf Abb. 4, bei den Vorwartssequenzen bei 270 bp und bei

den Reverssequenzen bei 210 bp gelegt.

giime demux summarize \
--i-data 02-qgiime/demux-paired-end.qza \

--0-visualization 02-qiime/demux-paired-end.qzv
Forward Reads Reverse Reads

| ]
1

Quality Scora
®

Sequence Base Soquance Base
Abb. 4 Ausschnitt aus dem QIIMEZ2 Viewer, Qualitdtsbestimmung der Vorwérts- und Riickwértssequenzen und
visuelle Legung des in rot gekennzeichneten Cuttoffs an der Stelle, wo die Qualitdt der Basenbestimmung
abnimmt.

Denoising: Beschneiden der Sequenzen beim Cutoff, Qualitatsfilterung der Sequenzen

und Filtern von Chimaren

Fir die Eingabe zum Beschneiden der Sequenzen wurden zwei Grolien bendtigt. Zum
einen --p-trunc-len-f, welcher die Position angibt, an der die Vorwartssequenz
abgeschnitten wird und zum anderen --p-trunc-len-r, an der die Rickwartssequenz
beschnitten werden soll. Die Primer wurden zusatzlich mit folgender Eingabe aus allen
Sequenzen entfernt: --p-trim-left-f und --p-trim-left-r-, dies ist auf die Lange der
Primersequenzen (15 bp) eingestellt. Der Output ist zum einen eine Tabellendatei, welche
die beschnittenen Sequenzen mit Rickverfolgbarkeit zu den Ursprungssequenzen enthalt.
Zum anderen ist er eine reprasentative Sequenzdatei, welche nur die qualitats-gepriften

Sequenzen enthalt.

giime dada2 denoise-paired \

--i-demultiplexed-seqs 02-qiime/demux-paired-end.qza \
--p-trim-left-f 15\

--p-trim-left-r 15\

--p-trunc-len-f 270 \

--p-trunc-len-r 210 \

--p-max-ee-f 2 --p-max-ee-r 2\
--o-representative-sequences 02-qiime/rep-seqs.qza \
--o-table 02-giime/table.qza \

--0-denoising-stats 02-qgiime/stats-dadaZ2.qza \
--p-n-threads 22

Erstellen und Kontrollieren des Metadatenfiles

Alle Normen und Eigenschaften des Manifestfiles wurden von QIIMEZ2 in das Metadatenfile

(Supplement Tab. 3) Gbernommen. Metadaten sind Informationen zu den Proben, z.B.
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Behandlung, Probenart oder Gesundheitszustand. Diese Informationen sollten in einer
einzelnen Tabelle enthalten sein, die die Beispiele (Proben) als Zeilen und die Variablen
(Typ, Gruppe, Behandlung etc.) als Spalten beinhaltet. QIIME2 unterstitzt derzeit
kategoriale und numerische Metadatentypen. Fir das Metadatenfile wurden folgende
Informationen bendtigt und zusammengefasst: die Proben-ID, Barcode-Sequenz,
Probenart (Kot), Gruppe (Gesund/Lymphoma) und ,Treatment (behandelt/keine

Behandlung). Somit besteht diese Datei aus vier kategorialen Saulen (Tab. 2).

giime tools inspect-metadata sample-metadata.tsv

COLUMN NAME TYPE
barcode-sequence categorical
SampleType categorical
Group categorical
Treatment categorical
IDS: 34
COLUMNS: 4

Tab. 2 Zusammenfassung des Metadatenfiles, bestehend aus 34 Zeilen und 4 Spalten.

Erstellen der ASV (Amplicon Sequence Variant) Tabelle

Mit dem Befehl giime feature-table summarize wurde eine Visualisierung (Abb. 5) erstellt,
welche detaillierte Informationen zu der Anzahl der entrauschten Sequenzen und der
Anzahl der Sequenzen pro Probe enthalt. Die visuelle Begutachtung des Outputs erfolgt
auch hier Uber den QIIME2 Viewer. In Abb. 5 sieht man einen Screenshot des QIIME2
Viewers, es wird gezeigt wie viele Sequenzen pro Probe vorhanden sind und wie viele
ASVs detektiert wurden.

giime feature-table summarize

--i-table 02-giime/table.qza

--0-visualization 02-qiime/table.qzv
--m-sample-metadata-file sample-metadata.tsv
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Table summary

Metric Sample
Number of samples 34
Number of features 3,005
Total frequency 7122273

Frequency per sample

Frequency
Minimum frequency 40,458.0
10 4
1st quartile 167,047.25
Median frequency 200,585.0
84
3rd quartile 236,536.25
o
Maximum frequency 623,474.0 %
E g
Mean frequency 209,478.61764705883 E
5
Frequency per sample detail (csv | html) -g 2]
=
2
. L0 L R i |
100,000 200,000 300,000 400,000 500,000 600,000
Frequency per sample
Download as PDF
Frequency per feature
Frequency
Minimum frequency 1.0 103 4
1st quartile 4.0
n
Median frequency 33.0 |
3
® 102 4
3rd quartile 327.0 3 10
k]
Maximum frequency 585,792.0 o
2
Mean frequency 2,370.140765391015 5
10! 4
Frequency per feature detail (csv | htmi)
10°

10° 10! 10? 103 104 10° 108
Frequency per feature

Abb. 5 Ausschnitt aus dem QIIME2 Viewer, der die Ergebnisse der ASV Feature-Table zeigt. Es ist der
Uberblick tiber die Anzahl der Sequenzen und der ASVs (features) inklusive deren Verteilung gezeigt.

Im nachsten Schritt wurde eine tabellarische Ansicht der ASV Feature-ID mit
Sequenzzuordnung erstellt:

giime feature-table tabulate-seqs
--i-data 02-qgiime/rep-seqs.qza
--o0-visualization 02-qiime/rep-seqs.qzv

In Abb. 6 ist ein Ausschnitt aus der ASV-Tabelle dargestellt. In dieser Tabelle sind die
Feature-IDs (ASV-IDs) den dazugehdrigen Sequenzen, mit Link hinterlegt, zugeordnet.
Uber den Link kann jede Sequenz auf der NCBI nt-Datenbank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/nucleotide/) geblastet werden. Die NCBI-BLAST-Links sind

nltzlich, um die taxonomische Ahnlichkeit zur Referenzdatenbank zu priifen (Estaki et al.
2020).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
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Feature ID

d058cfeb6634be17f15a238135743aBe

47959156085¢7e6b7bdb022¢16¢749f5

0f2{963224b81d523800c9664cb8ic21

e9f922b0323f3833ef6e7dae13f71d54

©2985ddaea1c89944d7081554b1b0ef1

562f8e5fede773855042ddd638cdcf26

10a52f96ba29% 1ee2c6893459e56a7b2

BcbdBdabb13di66486dad45568260de6

a498e9b5a610147b50de9176cee83849

54d8ed8275189df381123e98310d1ac3

e18b13c0a48737¢7e739e1f881c2c4b2

ba42c01bc3eb875307a733%eb249d9¢ca
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848ecafdcd5555¢c4edi12439eci66475f
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20

Sequence

AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAARGCCTGATGCAGCARCGCCGCGTGAGCGATGARGGCCTTCGGGTCGTARAGCTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGT.
AGTGGGGAATATTGGACAATGGACCARAAGTCTGATCCAGCAATTCTGTGTGCACGATGACGGTCTTAGGATTGTAAAGTGCTTTCAATCGGGARAARGAARGTGA'
AGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCAGGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTATATGGGAATARAGTTTTCC.
AGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGAGAGTCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTATACGGGAATARAGTGAGCC.
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGGGARACCCTGATGCAGCARCGCCGCGTGAGTGATGAAGCTTTTCGGATCGTARAGC TCTGTCTTTGGGGAAGATAATGACGGT.
AGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGCTAGCCTGAACCAGCCAAGTAGCGTGAAGGATGAAGCGCTCTATGGGTCGTAAACTTCTTTTATATAAGAATARAGTGCAGT.
AGTGAGGAATATTGGTCAATGGACGAGAGTCTGAACCAGCCRAGTAGCGTGARGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAARCTTCTTTTATACGGGAATARAGTTAGGC.
AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGARAGCCTGATGCAGCARCGCCGCGTGAGCGATGARGGCCTTCGGGTCGTARAGCTCTGTCCTCAAGGAAGATAATGACGGT.
AGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGGGGAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGCGGGACGARGGCCCTCGEGTCGTAAACCGCTTTCAGCAGGGATGAGACAAGACGGE
AGTGGGGAATATTGGACAATGGACCARRAGTCTGATCCAGCAATTCTGTGTGCACGATGACGGTCTTAGGATTGTARAGTGCTTTCAATTGGGAAGARAAARATGA

AGTGAGGAATATTGGTCAATGGGCGAGAGCCTGAACCAGCCARGTAGCGTGAAGGATGACTGCCCTATGGGTTGTAAACTTCTTTTATAARGGAATARAGTCGGGT.

AGTGGGGAATATTGGACAATGGACCAAAAGTCTGATCCAGCAATTCTGTGTGCACGATGAAGTTTTTCGGAATGTAAAGTGCTTTCAGTTGGGAAGAAGAAAGTGA

AGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCCTGATGCAGCCATGCCGCGTGTATGARGAAGGCCTTCGGGT TGTARAGTACTTTCAGCGGGGAGGAAGGGAGTAAN

AGTGAGGAATATTGGTCAATGGCCGAGAGGCTGAACCAGCCAAGTCGCGTGAAGGAAGAAGGATCTATGGT TTGTAAACTTCTTTTATAGGGGAATARAGTGGAGG.

AGTGGGGAATCTTGCGCAATGGGGGCAACCCTGACGCAGCGACGCCGCGTGCGGGACGAAGGCCTTCGGGTCGTARACCGCTTTCAGCAGGGACGAGTCAAGACGG

Abb. 6 Auszug aus der ASV Feature-ID Tabelle mit den zugehdérigen Sequenzen. Diese sind mit einem Link
unterlegt der zu NCBI nt-Datenbank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/ ) fiihrt.

Exportieren von reprasentativen Sequenzen (ASVs)

Anlegen eines neuen Ordners

mkdir 03-asv-seqs

Exportieren von reprasentativen Sequenzen (ASVs)

giime tools export

--input-path 02-qiime/rep-seqs.qza
--output-path 03-asv-seqs

Umbenennung

sequences.fasta

von

03-asv-seqs/dna-sequences.fasta in 03-asv-seqs/ASV-

mv 03-asv-seqs/dna-sequences.fasta 03-asv-seqs/ASV-sequences.fasta

Erstellen eines phylogenetischen Stammbaums

Bei der Erstellung eines phylogenetischen Stammbaums wurde ein Alignment der

Sequenzen Uber

das Plugin

MAFFT (multiple sequence alignment program,

https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) gemacht.

qiime alignment mafft

--i-sequences 02-qiime/rep-seqs.qza
--0-alignment 04-phylogenetic-tree/aligned-rep-seqs.qza

--p-n-threads 22


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/
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Danach wurde das Alignement gefiltert, um Licken in den Sequenzen zu entfernen.

giime alignment mask
--i-alignment 04-phylogenetic-tree/aligned-rep-seqs.qza
--0-masked-alignment 04-phylogenetic-tree/masked-aligned-rep-seqs.qza

Das Erstellen eines Stammbaumes erfolgte mit dem Plugin Fasttree
(http://www.microbesonline.org/fasttree/). Der Stammbaum wurde dann entlang den
beiden langsten Zweigen ausgerichtet (midrooting).

giime phylogeny fasttree

--i-alignment 04-phylogenetic-tree/masked-aligned-rep-seqs.qza

--o-tree 04-phylogenetic-tree/unrooted-tree.qza
--p-n-threads 22

giime phylogeny midpoint-root

--i-tree 04-phylogenetic-tree/unrooted-tree.qza
--o-rooted-tree 04-phylogenetic-tree/rooted-tree.qza

13. Alpha rarefaction Visualisierung

Um festzustellen, ob die Proben ausreichend tief sequenziert wurden, wurde eine Alpha-
Rarefaction Kurve fir alle Proben erstellt. Das Plugin , diversity alpha-rarefaction” generiert

hierfir eine Visualisierungsdatei.

Es wurde ein neuer Ordner erstellt, in dem die Alpha-Rarefraction Diagramme berechnet

und abgespeichert werden.

mkdir 05-alpha-metrics/

giime diversity alpha-rarefaction

--i-table 02-qiime/table.qza

--i-phylogeny 04-phylogenetic-tree/rooted-tree.qza
--p-max-depth 130000

--m-metadata-file sample-metadata.tsv
--0-visualization 05-alpha-metrics/alpha-rarefaction.qzv

14. Alpha-Diversitat

Die Alpha-Diversitat ist ein Malf3 fur die mikrobielle Artenvielfalt und beschreibt die Anzahl
der in einer Probe vorkommende Arten. Die Abundanzen der einzelnen Arten spielen dabei
keine Rolle, so kdnnen zwei Proben dieselbe Alpha-Diversitat aufweisen, aber eine
unterschiedliche Mikrobiom Struktur haben (Estaki et al. 2020). Die Eingabe --i-table ladt
die ASV-Tabelle. --p-metrik definiert die Alpha-Diversitatsparameter, die berechnet werden
sollen (default: Chao1, Shannon, Simpson, observed features und goods coverage). Der

Output --o-alpha-diversity gibt die Ausgabedateien an.

giime diversity alpha
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--i-table 02-qiime/table.qza
--p-metric ${i}
--0-alpha-diversity 05-alpha-metrics/${i}-metric.qza

Es wurde danach eine tabellarische Ansicht der Metadaten erzeugt (Abb. 7)
qiime metadata tabulate
--m-input-file 05-alpha-metrics/${i}-metric.qza

--0-visualization 05-alpha-metrics/${i}-metric.qzv

Sample ID shannon

S15L 5.9569274729
S26H 5.852530583

S13L 5.8456018231
S12L 5.8219846428
S32H 5.8195557103
S30H 5.7502331943
S§25H 5.738889431

S18L 5.733719101

S24H 5.857511717

§29H 5.5613320637
S06L 5.5402686355
S33H 5.5149826099
S20L 5.4743430806
S17L 5.4261629405

Abb. 7 Ausschnitt aus der Ansicht im Qiime Viewer, welcher hier exemplarisch Werte des Shannon Parameters
flir ausgewéhlte Proben darstellt

Taxonomische Klassifizierung bis auf Genus Ebene

Der Befehl qiime feature-classifier-classify-sklearn wurde verwendet, um ASVs zu
klassifizieren. Fir den Input wurden taxonomische Datenbanken genutzt. Hier wurde ,, Silva
132 99% OTUs full-length sequences* verwendet, welche zum freien Download verfligbar

ist unter https:/data.qiime2.orq/2019.7/common/silva-132-99-nb-classifier.qza.

Die Visualisierung (Abb. 8) zeigt fir jedes ASV die taxonomischen Namen von der
Domane bis hin zur Art. Zusatzlich sind Informationen zum Konfidenzniveau enthalten.
Dies gibt an, mit welcher Wahrscheinlichkeit das ASV der zugeordneten Taxonomie

entspricht.

Erstellen eines neuen Ordners

mkdir 06-taxonomy/

Zuweisen der Taxonomie zu den reprasentativen Sequenzen

qiime feature-classifier classify-sklearn
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--i-classifier /Daten2/Peffi/silva-132-99-nb-classifier.qza
--i-reads 02-qiime/rep-seqs.qza
--o-classification 06-taxonomy/taxonomy.qza

--p-n-jobs 22

Erzeugen einer tabellarischen Ansicht der Metadaten

giime metadata tabulate
--m-input-file 06-taxonomy/taxonomy.qza
--0-visualization 06-taxonomy/taxonomy.qzv

Feature ID

2792fe47ad357f14ede6d1a00ab3390d
Ocd2378b764a16a2dac9128f9172e63c
10505¢7b0c64ab9114dac08ab11fd84e
fabed55fdd2c52938180683c0f2cdfal
4276534c2e84754727cc046¢c147c43e1
ae0772121b7627cceBebd782fcb7d27a
4a7575cc9872¢7¢cfe929012d38d84aea

9340417acc30330592a55e7d8885b5d3

c420156206cab9ca7fdce3723cc71e30
49d4b563¢38bb9390¢45073486def002
ad4a7929112bb6f354f28beb164671cd
d1a259c04a4762e440ctb7323b1212e
562f8e5fede773855042ddd638cdci26
aa1d9bb311f1d0f7e45c0f35b6babe16
Bed589acctad9edfdcabb833cc67b442

d2d2db22e9d45924cc375a26fbcal13a

S0edfa82ed1a59b37416143f08751b7a

Taxon

| categorical |
D_0_Bacteria:D_1_Cyanobacteria:D_2_ Oxyphotobacteria;D_3_ Chloroplast

D_0__Bacteria;D_1__Cyanobacteria;D_2__Oxyphotob ia;D_3__Chl

D_0_ Bacteria;D_1__Bacteroidetes;D_2__Ignavibacteria;D_3__OPB56
D_0__Bacteria;D_1__Cyanobacteria;D_2__Oxyphotobacteria;D_3__Chloroplast
D_0_ Bacteria;D_1__Cyanobacteria;D_2__Oxyphotobacteria;D_3__Chloroplast

D_0__Bacteria

D_0_ Bacteria;D_1__Spirochaetes;D_2__Spirochaetia;D_3__Spir D_4__Spiroct D_5_ Treponema 2

D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae;D_5__Erysipelatoclostridium;D_6__Clostridiales
bacterium CHKCI006

D_0__ Bacteria;D_1__Spirochaetes;D_2__Spirochaetia;D_3__Spirochaetales;D_4__Spirochaetaceae;D_5__Treponema 2
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__ Clostridia;D_3__Clostridiales;D_4__Family XI;D_5__Peptoniphilus

D_0_ Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2_ Negativicutes;D_3__Selenomonadales;D_4_ Veillonellaceas
D_0__Bacteria;D_1__Spirochaetes;D_2__Spirochaetia;D_3__Spirochaetales;D_4__Spirochaetaceae;D_5__Treponema 2
D_0_ Bacteria,D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales,D_4__Bacteroidaceae;D_5__Bacteroides
D_0__Bacteria;D_1__Firmicutes;D_2__Erysipelotrichia;D_3__Erysipelotrichales;D_4__Erysipelotrichaceae
D_0__Bacteria,D_1__Bacteroidetes;D_2__Bacteroidia;D_3__Bacteroidales;D_4__Bacteroidaceae;D_5__Bacteroides

D_0_ Bacteria;D_1__Spirochaetes;D_2__Spirochaetia;D_3__Spiroch:

canine oral taxon 314

les;D_4__ Spiroch 1D_5__Sediminispirochaeta;D_8__Spirochaeta sp.

D_0__Bacteria;D_1__Protecbacteria;0_2__Alphap ia;D_3__Ri :D_4__Anaplasr D_S__ Wolbachia

Confidence

e v
0.9999999999448743
0.9999999999370063
0.9999999998760385
0.999999999843305

0.9999999998230742
0.9999999997959761
0.9999999995224294

0.9999999993636379

0.9999999993059598
0.9999999991902007
0.9999999981143642
0.9999999975301703
0.999999997481666

0.9999999974659423
0.999999996297887

0.9999999960037655

0.999999995914066

Abb. 8 Ausschnitt aus der tabellarischen Ansicht der ASV-ID und der zugehérigen taxonomischen

Klassifizierung

16.

Erstellen von Taxa-Bar-Plots

Aus dem taxonomischen Profil jeder Probe lasst sich nun mit dem Befehl ,qgiime taxa

barplot® ein

interaktives Balkendiagramm erstellen.

Die Balken konnen auf die

gewunschten taxonomischen Ebene angepasst und nach Haufigkeit einer bestimmten

taxonomischen Gruppe oder nach Metadatengruppierungen sortiert werden (Hall und

Beiko 2018).

Ordner Erstellen

mkdir 07-taxa-plots/

Mehrstufige Barplot-Visualisierung

giime taxa barplot
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--i-table 02-giime/table.qza

--i-taxonomy 06-taxonomy/taxonomy.qza
--m-metadata-file sample-metadata.tsv
--0-visualization 07-taxa-plots/taxa-bar-plots.qzv

Beta Diversitat

Die Beta Diversitat gibt die Unterschiede zwischen den Proben an. Das Kommando , Qiime
Diversity core-metrics-phylogenetic generiert neben der Alpha Diversitdt auch Beta-
Diversitats Distanzmatrizen wie z.B. die unweighted UniFrac-Distance. Als Input bendtigt
dieser Befehl die ASV Tabelle und den phylogenetischen Stammbaum. Fur jede der Beta-
Diversitats-Metrik  generiert QIIME2  automatisch  eine  Visualisierung. Die
Visualisierungsdatei kann mit dem Tool Emperor, in dem Distanzmal3en anzeigt werden

kénnen, ausgewertet werden (Hall und Beiko 2018).

giime diversity core-metrics-phylogenetic
---phylogeny 04-phylogenetic-tree/rooted-tree.qza
--i-table 02-qiime/table.qza

--p-sampling-depth 130000

--m-metadata-file sample-metadata.tsv
--output-dir 08-beta-diversity-depth 130000

Signifikanzberechnung der Alpha-Diversitat

Die Proben werden auf signifikante Unterschiede in den Diversitdtsparametern getestet.
Die Eingabe ,qiime diversity alpha-group-significance” erstellt Boxplots mit der Diversitat
einer Metadatengruppe, die signifikanten Unterschiede der Gruppen werden mit dem
Kruskal-Wallis-Test berechnet. QIIME2 fihrt die statistischen Tests fir jede in der
Metadatendatei enthaltene Gruppe (in diesem Fall fir den Vergleich zwischen

Lymphoma/Gesund) durch.

Prifung auf einen signifikanten Unterschied im Diversitatsparameter Shannon

giime diversity alpha-group-significance

--i-alpha-diversity 08-beta-diversity-depth_130000/shannon_vector.qza
--m-metadata-file sample-metadata.tsv

--o0-visualization 08-beta-diversity-depth 130000/shannon-vector-group-significance.qzv

Prufung auf einen signifikanten Unterschied im Diversitatsparameter Eveness

qiime diversity alpha-group-significance

--i-alpha-diversity 08-beta-diversity-depth_130000/evennesse_vector.qza
--m-metadata-file sample-metadata.tsv

--o0-visualization 08-beta-diversity-depth 130000/evennesse-vector-group-significance.qzv
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Signifikanzberechnung der Beta Diversitat
Der Test fur die Beta Diversitit kann mit einer PERMANOVA (Standardmethode)
durchgefihrt werden (Hall und Beiko 2018). Die weighted UniFrac-Distance Berechnung

ist hierfur die Grundlage, sie ist ein quantitatives Maf fur die Verschiedenheit der Diversitat
in einer Gemeinschaft, welches phylogenetische Beziehungen der ASVs miteinbezieht

(Lozupone et al. 2007).

Berechnung der Weighted-UniFrac-Distance und der PERMANOVA

qiime diversity beta-group-significance

--i-distance-matrix 08-beta-diversity-depth 130000/weighted _unifrac_distance _matrix.qza
--m-metadata-file sample-metadata.tsv

--m-metadata-column Treatment

--0-visualization 08-beta-diversity-depth 130000/weighted-unifrac-subject-significance

Erstellen einer Tabelle mit den relative Abundanzen

Ein neuer Ordner fir die relative Haufigkeiten der mikrobiellen Gemeinschaft wurde
erstellt.

mkdir 09-relative-abundances

Die folgende Erklérung folgt der Durchfihrung zum Erstellen einer Tabelle auf Phylum
Ebene (Level 2). Diese Schritte wurden jeweils von Level 2 bis auf Genus Ebene (Level 6)
durchgeflihrt.

Es wurden ASV Feature-Tabelle mit der Taxonomie anstelle von Feature-IDs erstellt,
wobei table.qza aus dem Output von DADA2 stammt und die Datei taxonomy.qza aus dem

Schritt der taxonomischen Klassifizierung.

giime taxa collapse

--i-table 02-qgiime/table.qza

--i-taxonomy 06-taxonomy/taxonomy.qza

--p-level 2

--o-collapsed-table 09-relative-abundances/table-level-2.qza

Konvertierung der neue Abundanztabelle

giime feature-table relative-frequency

--i-table 09-relative-abundances/table-level-2.qza
--o-relative-frequency-table 09-relative-abundances/table-level-2-relfreqs.qza

Exportierung der Daten in biom-Format
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giime tools export
--input-path 09-relative-abundances/table-level-2-relfreqs.qza
--output-path 09-relative-abundances/exported-table-level-2-relfreqs

Konvertierung der relativen Haufigkeitstabelle in eine Textdatei

biom convert
-i 09-relative-abundances/exported-table-level-2-relfreqs/feature-table.biom
-0 09-relative-abundances/exported-table-level-2-relfreqs/2-feature-table.txt --to-tsv

Konvertierung in eine Textdatei und hinzufiigen der Taxonomie zur ASV Tabelle

Konvertierung von dem biom-Format in eine Textdatei

biom convert
-i 02-qiime/table _1/7ebbcad7-5bb9-49¢6-ab98-7708aab4d474/data/feature-table.biom
-0 02-qgiime/table_1/7ebbcad7-5bb9-49e6-ab98-7708aab4d474/data/feature-table.txt --to-tsv

Konvertierung der fable.qza aus DADAZ2 in eine Tabelle mit relativen Abundanzen

giime feature-table relative-frequency
--i-table 02-qgiime/table.qza
--o-relative-frequency-table 09-relative-abundances/table-asv.qza

Konvertierung von biom-Format in eine Textdatei

biom convert

-i'/Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIMEZ2 _conda/09-relative-abundances/table-asv/2657b1fc-41e7-
4825-ab8e-3e638f7c5f9a/data/feature-table.biom’
-o/Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/09-relative-abundances/table-asv/2657b1fc-41e7-
4825-ab8e-3e638f7c5f9a/data/asv-feature-table-relab.txt' --to-tsv

Hinzufiigen der Taxonomie zur ASV Tabelle

cut-f109-relative-abundances/table-asv/2657b1fc-41e7-4825-ab8e-3e638f7c5f9a/data/asv-
feature-table-relab.txt > tmp1

tail -n+3 tmp1 > tmp2

for i in $(<tmp2); do grep "$i" 06-taxonomy/taxonomy/ca9764cf-2f56-4992-9187-
b326703cbd20/data/taxonomy.tsv >> tmp3; done

cut-f2 tmp3 > tmp4

tail -n+2 09-relative-abundances/table-asv/2657b1fc-41e7-4825-ab8e-3e638f7c5f9a/data/asv-
feature-table-relab.txt > tmp5

sed "1iTaxonomy" tmp4 > tmp6

paste tmp5 tmp6 > tmp7

mv tmp7 asv-relfreq-taxonomy.txt
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3. Resultate

3.1. Vermessung der DNA

Um die Qualitat und Quantitat der Proben zu verifizieren, wurden die DNA-Konzentrationen
der Proben bestimmt (Qubit konz. ng/pl) (Tab. 3).

Qubit konz.

Proben-ID ng/pl Gruppe

S1 71,6 Lymphoma
S2 52,4 Lymphoma
S3 5,08 Lymphoma
S4 14,8 Lymphoma
S5 16,1 Lymphoma
S6 76 Lymphoma
S7 7,72 Lymphoma
S8 94 Lymphoma
S9 36,3 Lymphoma
S10 19,6 Lymphoma
S11 19,9 Lymphoma
S12 16,6 Lymphoma
S13 12 Lymphoma
S14 13,6 Lymphoma
S15 0,5 Lymphoma
S16 3,6 Lymphoma
S17 20,8 Lymphoma
S18 9,28 Lymphoma
S19 44 Lymphoma
S20 38 Lymphoma
S21 78 Lymphoma
S22 6,56 Lymphoma
S23 72,8 Lymphoma
S24 20,6 Gesund
S25 15 Gesund
S26 5,72 Gesund
S27 11 Gesund
S28 2,04 Gesund
S29 23,8 Gesund
S30 17,5 Gesund
S31 3,49 Gesund
S32 0,149 Gesund
S33 10 Gesund
S34-LK too low Leerkontrolle

Tab. 3 Probentlibersicht (iber die Proben-ID, die gemessene DNA-Konzentration in ng/ul und die Zuordnung in die
Lymphoma- oder gesunde Gruppe.
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3.2. Sequenzstatistik

Um zu Uberprifen, ob die Proben ausreichend tief sequenziert wurden, wurden die Rarefaction
Kurven im QIIME2 Viewer analysiert. Zu Beginn steigen die Kurven sehr stark an, bis sie
anschlielRend ein Plateau erreichen. Jede der Proben erreicht mit zunehmender Sequenztiefe
ein Plateau, was darauf hinweist, dass die Gesamtheit der Taxa erfasst wurde (Hall und Beiko
2018).

In Tab. 4 ist die Sequenzanalyse der Proben zusammengefasst. Zu Beginn der Analyse lagen
11.006.277 Rohsequenzen vor. Durch die Qualitatsfilterung wurden 3.884.004 Sequenzen
herausgefiltert, was 34,69 % der gesamten Rohsequenzen entspricht. Es blieben insgesamt
7.122.273 Sequenzen mit guter Qualitat Ubrig (65,31 %), die fir die weiteren Analysen
verwendet werden konnten. Pro Probe befanden sich im Durchschnitt 323.714 Sequenzen
(Supplement Tab. 2, Supplement Abb.1). Insgesamt wurden 3.005 ASVs detektiert. Im
Durchschnitt waren die Sequenzen nach der Qualitatskontrolle und dem Merging der paired-

end reads 413,5 bp lang.

. Gefilterte Kontrollierte Kontrollierte
Gefilterte p S s
Sequenzen equenzen equenzen equenzen guter
Rohsequenzen (%) guter Qualitat Qualitat (%)
Anzahl 11.006.277 3.884.004 34,69% 7.122.273 65,31%

Tab. 4 Zusammenfassung der Sequenzanzahl der Rohdaten und der qualitdtskontrollierten Daten.

3.3.Die Alpha-Diversitat

In Tab. 5 sind die verschiedenen Alpha-Diversitatsparameter zusammengefasst. Von den
Daten wurde jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung berechnet und eine
Unterteilung in die Gruppen gesund und Lymphoma vorgenommen.

Die observed ASVs sind ein quantitatives Maly fur die Diversitdt einer mikrobiellen
Gemeinschaft. Der Shannon Index schatzt den Reichtum und die Vielfalt anhand eines
naturlichen Logarithmus. Dabei bertcksichtigt er sowohl die Haufigkeit als auch die
GleichmaRigkeit der vorhandenen Taxa (Nagendra 2002). Der Simpson Index beschreibt die
Spezies Diversitat in einer Gemeinschaft. Er wird haufig genutzt, um die biologische Vielfalt
eines Habitats zu beschreiben (Simpson 1949). Goods Coverage gibt die Deckung der Probe

mit den bekannten Features wieder (1 bedeutet, dass 100% der Probe aus Features stammen,

die mehr als einmal vorkommen) https:/mothur.org/wiki/coverage/ (Zugriff 18.05.21). Der

Chao1 Index schatzt die Diversitat einer Probe anhand von abundanten Daten und basierend


https://mothur.org/wiki/coverage/
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auf seltenen Features (Chao 1984). Aus Tab. 5 geht hervor, dass die gesunden Tiere einen
hdéheren Mittelwert in der Alpha-Diversitat aufweisen als die Lymphoma Tiere. Die

Standardabweichung ist bei den gesunden Tieren geringer als in der Lymphoma-Gruppe.

Mittelwert Standardabweichung
Gruppe Gesund Lymphoma Gesund Lymphoma
Observed Features 279,2 209,26 59,92 101,34
Shannon Index 5,53 4,53 0,32 1,11
Simpson Index 0,95 0,88 0,02 0,10
Goods Coverage 1,00 1,00 <0,01 <0,01
Chao 1 Index 279,23 209,36 59,92 101,40

Tab. 5 Uberblick (iber die Alpha-Diversitéts Parameter. Dargestellt wird jeweils der Mittelwert, unterteilt in Gesund
und Lymphoma und die Standardabweichung mit derselben Unterteilung.

3.4. Auswertung der Taxa-Bar-Plots

Die Abb. 9 zeigt die relative Haufigkeit auf Phylum Level, sortiert nach aufsteigender
Probennummer. Insgesamt wurden acht dominante Phyla ermittelt. In Abb. 10 sieht man, dass
neben Firmicutes und Bacteroidota in der Lymphoma-Gruppe Fusobacteria und
Proteobacteria dominieren und der Gesamtanteil an Actinobacteria im Vergleich zu der

gesunden Gruppe deutlich geringer ist.
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Abb. 9 Taxa-Bar-Plot auf Phylum Ebene (Level 1) sortiert nach Probennummern S01L-S23L (L=Lymphoma)
und S24H-S33H (H=Healthy/Gesund)
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Abb. 10 Modifizierter Taxa-Bar-Plot auf Phylum Ebene (Level 1), sortiert nach Probennummern S01L-S23L
(L=Lymphoma) und S24H-S33H (H=Healthy/Gesund). Abgebildet sind zur besseren Ubersicht nur die Phyla
Fusobacteria, Proteobacteria und Actinobacteria.
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3.5. Die Beta-Diversitat

In Abb. 11 sieht man in der unweighted UniFrac Analyse einen groRen Unterschied der
Proben, die zur Gruppe der erkrankten Katzen gehort (orange) im Gegensatz zu den gesunden
Tieren (grin), welche eine geringere Distanz zueinander aufweisen. Neun erkrankte Tiere
clustern mit den gesunden. Dieses Cluster ist in der Abbildung mit einer ovalen Umrundung
gekennzeichnet (erkrankte Tiere im Cluster: SO1L; S04L; S06L; SO7L; S13L; S16L; S17L;
S18L; S20L).

Axis 2 (8.780 %) . Healthy

. Lymphoma

(]
o
]
°
° @
8
@
]
_ N B @ Axis 1{18.56 %)
\\\.
Axis 3 (5.658 %)

Abb. 11 3-D Emperor Abbildung der Proben, welche die unweighted UniFrac-Distance zeigt. Jeder Punkt stellt eine
Probe dar

3.6. Die Signifikanzberechnung

3.6.1. Alpha- und Beta-Diversitat

In Abb. 12 wird die gesunde Gruppe mit einem héheren Shannon-Wert assoziiert als die
Lymphoma Gruppe. Es gibt einen signifikanten Unterschied der Diversitat zwischen den
beiden Gruppen (p-Wert = 0,015).
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Abb. 12 Screenshot der Ergebnisse der statistischen Analyse im Qiime Viewer. Gezeigt werden Boxplots fiir den
Shannon Parameter in den Gruppen krank/gesund und die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Tests

Eveness ist ein MaR fur die GleichmaRigkeit der Gemeinschaft (Pielou 1966). Aus Abb. 13
geht hervor, dass innerhalb der gesunden Gruppe eine geringere Diversitat herrscht als in der
Lymphoma-Gruppe. Dieser Unterschied ist signifikant (p-Wert=0,015).
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Abb. 13 Screenshot der Ergebnisse der statistischen Analyse im Qiime Viewer. Gezeigt werden Boxplots fiir den
Eveness Parameter in den Gruppen krank/gesund und die Ergebnisse des Kruskal-Wallis-Test

Auch in der PERMANOVA finden sich zwischen den Gruppen signifikante Unterschiede (p-
Wert=0,003).

3.7. Die relative Haufigkeit

Die Abb. 14 zeigt eine Textdatei (.tsv), in der die relativen Haufigkeiten auf Phylum Ebene
dargestellt sind, wobei die Summe jeder Probe/Spalte 100% ergibt. Aus dieser Tabelle lassen
sich folgende Ergebnisse ablesen: Zum Beispiel, dass das fakale Mikrobiom aus den Phyla
Firmicutes (47,99 %), Bacteroidota (28,01 %), Fusobacteria (13,64 %), Proteobacteria (6,09
%) und Actinobacteria (2,51 %) besteht. Oder, dass die Probe SO01L zu 43,57 % aus dem
Phylum Firmicutes, zu 28,82 % aus Bacteroidota und zu 16,98 % aus Proteobacteria besteht
und die Probe SO02L sich aus 36,91 % Bacteroidota, 30,10 % Firmicutes und 26,97 %

Fusobacteria zusammensetzt.

q-value

0.015152
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Abb. 14 Ausschnitt aus der Tabelle, die die relative Héufigkeit dargestellt auf Phylum Ebene (Level 2) im
Durchschnitt und von Probe SO1L bis Probe SO7L zeigt.

3.8. Die haufigsten ASVs

In Tab. 6 sind die 30 haufigsten ASVs der Lymphoma-Gruppe und der gesunden Gruppe

gelistet. Insgesamt beinhalten 59 % der Lymphoma Proben und 58 % der gesunden Proben

die 30 haufigsten ASVs, wobei die Verteilung der ASVs sehr unterschiedlich ist.

Durchschnitt Durchschnitt
ASV-ID Lymphoma ASV-ID Gesund
2 8,46% 1 15,08%
1 6,50% 9 3,79%
3 4,82% 15 3,13%
5 4,01% 20 2,45%
8 3,77% 5 2,23%
6 3,55% 21 2,20%
4 2,52% 29 2,12%
13 2,27% 27 1,94%
12 2,27% 14 1,82%
11 1,79% 4 1,56%
17 1,71% 19 1,52%
18 1,69% 2 1,42%
7 1,55% 11 1,40%
16 1,55% 42 1,32%
28 1,12% 47 1,28%
14 1,11% 40 1,21%
10 1,04% 36 1,14%
9 1,03% 51 1,11%
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34 1,02% 7 1,07%
26 0,98% 54 1,07%
24 0,95% 48 1,01%
30 0,92% 37 0,96%
31 0,89% 39 0,90%
22 0,80% 53 0,86%
25 0,71% 38 0,86%
46 0,66% 55 0,85%
41 0,64% 56 0,84%
19 0,61% 49 0,80%
52 0,60% 81 0,79%
63 0,58% 80 0,74%
Summe 60,12 % 57,46 %

Tab. 6 Die 30 héufigsten ASVs der Lymphoma- und der gesunden Gruppe. Die dazugehérige Taxonomie kann
aus Supplement Tab. 5 abgelesen werden.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, einen NGS Datensatz mit dem bioinformatischen Analysetool QIIME2
auszuwerten und die Daten zu interpretieren. Dabei sollte folgende Hypothese untersucht
werden: Die an Lymphomen erkrankte Katzen zeigen einen nachweisbaren Mikrobiota Shift
(Dysbiose) im Kot und unterscheiden sich im Mikrobiota-Profil signifikant von gesunden

Katzen.

4.1. Allgemeines zur Sequenzierstrategie

In den letzten drei Jahrzehnten gab es eine enorme Wissenssteigerung im Bereich der
Genomik, ausgehend vom Human Genom Projekt, das 1990 gestartet wurde. Ziel des Projekts
war es, das komplette menschliche Genom zu sequenzieren. Zur Umsetzung wurden knapp
drei Milliarden US-Dollar Uber einen Zeitraum von 13 Jahre investiert (,Human Genome
Project FAQ"). Heutzutage liegen die Kosten fir die Sequenzierung eines vollstandigen

Bakteriengenoms unter 1.000 US-Dollar https://www.nanoporetech.com (Zugriff 20.05.2021).

Auch was die Dauer des Sequenziervorgangs betrifft, gab es deutliche Fortschritte. Die Lange
der Sequenzen, die mit NGS Methoden generiert wird, ist unterschiedlich. So werden
beispielsweise bei einer MiSeq lllumina Sequenzen maximal 300 bp Sequenzen generiert.
Umso langer die Sequenz, desto eindeutiger ist die taxonomische Klassifizierung (Venter
2010). Ein Problem, dass z.B. bei der Sequenzierung durch lllumina entstehen kann, ist, dass
die Synthese aufgrund fehlerhaften Clusterns nicht synchron ablauft und es dadurch zu einer
Verringerung von Zyklen kommen kann. Des Weiteren muss darauf geachtet werden, die
Flow-Cell nicht mit Proben-DNA zu (berladen, da dies sonst zu einem ,Uberclustern® fiihren
kann. Beides fuhrt zu einem Qualitatsverlust und zu einer erhéhten Fehlerrate der Probe (Chen
et al. 2017). Fir diese Arbeit wurde MiSeq von Illumina ausgewahlt, da dieses Instrument mit
der Erstellung von paired-end Sequenzen (2x300bp) vergleichsweilde lange Sequenzlange
innerhalb der NGS Gerate der zweiten Generation aufweist und eine hohe Sequenzanzahl
erzielt wird, um die hohe Diversitat von Kotproben abzudecken (Tab. 1). Wie bereits erwahnt,
stellt die Nutzung von NGS und speziell die der lllumina-Technologie eine enorme
Zeitersparnis bei hoher Sensitivitat und geringen Kosten pro Base dar. MiSeq ist derzeit die
Methode der Wahl zur Erfassung der mikrobiellen Diversitat.

Die dritte Generation der NGS, zu der PacBio (Pacific Biosciences) Sequenzierungen
gehoren, bietet deutlich langere Leselangen mit noch schnellerer Durchlaufgeschwindigkeit.
Die Nachteile dieser Methode sind ein geringer Durchsatz, eine hdhere Fehlerrate und héhere

Kosten pro Base. Da sich die Verfahren der zweiten und dritten NGS Generation erganzen,


https://www.nanoporetech.com/

37

wird immer haufiger eine Kombination (Hybrid-Strategie) aus beiden Methoden genutzt, um
die Genauigkeit der Datenanalyse zu erhéhen (Thirmer 2014, Rhoads und Au 2015, Slatko
et al. 2018).

4.2. Bioinformatische Analysetools

Derzeit gibt es verschiedene leistungsstarke bioinformatische Analysetools, die auf
unterschiedlichen Methoden basieren. Zum einen die Tools, welche auf einer Kommandozeile
beruhen, wie z.B. Mothur (Schloss et al. 2009) und DADA2 (Callahan et al. 2016). Dabei
werden Befehle in Text-Form in das Programm eingegeben und ausgefiihrt. Des Weitern gibt
es QIIME und QIIME2 (Caporaso et al. 2010, Bolyen et al. 2019b), welche Python-basiert sind.
Python ist eine universelle Programmiersprache, flir welche bei der Verwendung von QIIME
und QIIME2 ein gewisses Verstandnis erfordert wird. AuRerdem gibt es noch webbasierte
Tools wie Calypso (Zakrzewski et al. 2017). Generell entwickeln sich die Analysetools im
Bereich der Mikrobiomforschung sehr schnell weiter und die Qualitat der Software kann stark
variieren. Daher ist es wichtig, geeignete Programme zu finden oder zu entwickeln, die einen
gewissen Qualitatsstandard aufweisen. Ziel ist es, dass weder Software noch Analysetools die
Ergebnisse der mikrobiellen Zusammensetzung der Proben beeinflussen. Zusatzlich ist es
wichtig, dass die Tools benutzerfreundlich und unabhdngig von dem bioinformatischen
Vorwissen sind, sowie reproduzierbare Ergebnisse generieren und einen geringen

Zeitaufwand fir die Analyse in Anspruch nehmen.

4.3. Vor- und Nachteile der QIIME2 Analyse

QIIME2 ist eine vielfaltige Open-Source-Plattform, die auf der Grundlage einer Plugin-
Architektur entwickelt wurde und schnell an individuelle Anforderungen angepasst werden
kann. Zum Beispiel bietet QIIME2 eine Qualitatskontrolle der Daten Uber das Plugins DADA2
(g2-dada2) an. DADA2 ist ein Open-Source-Softwarepaket zur Korrektur von Amplikonfehlern
in lllumina-Sequenzen. Es fligt auch Sequenzen mit gepaarten Enden (paired-end) zusammen
und derepliziert Sequenzen. Dabei werden identische Sequenzen zusammengefasst und mit
Einbezug der Haufigkeit als eindeutige/reprasentative Sequenzen gekennzeichnet. Diese Art
der Zusammenfassung reduziert die anschlie’ende Rechenleistung erheblich (Callahan et al.
2016). Ein Beispiel fur die individuelle Anpassung des Tools ist die Eingabe ,DADA 2

denoising-paired”. Dazu werden zwei erforderliche Grof3en bendtigt. Zum einen --p-trunc-len-
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f, welcher die Position angibt, an der die Vorwartssequenz abgeschnitten wird und zum
anderen --p-trunc-len-r, an dem die Riuckwartssequenz abgetrennt wird. Ein optionaler
Parameter ist: --p-max-ee. Der Standard liegt bei 2 und gibt die maximale Anzahl an
erwarteten Fehlern in einer Sequenz an, bevor diese verworfen wird. Um Chimaren in den
Daten zu verhindern, ist das Entfernen der Primer n6tig. Dazu dienen folgende Eingaben: --p-
trim-left-f und --p-trim-left-r, welche auf die Lange der Primersequenzen eingestellt werden und
diese vor der Qualitatskontrolle entfernt (Hall und Beiko 2018). Falls Nutzer keine individuellen
Anpassungen tatigen mdchten, kann jederzeit auf Standardeinstellungen zurtickgegriffen
werden. QIIMEZ2 bietet ein neues interaktives Visualisierungstool, den ,,QIIMEZ2 Viewer*, an,
welches ohne die vorherige Installation der Software genutzt werden kann. Fehlerhafte
Ergebnisse konnen von QIIME2 erkannt und zurtckverfolgt werden. Das Weiteren ist es
maoglich, zu einem spateren Zeitpunkt nachzuvollziehen, wie die Ergebnisse generiert wurden.
Die Reproduzierbarkeit, die Transparenz und die Klarheit sind die Grundlagen beim QIIME2-
Design und tragen damit zu einem groRen Fortschritt bei der Datenverarbeitung bei (Bolyen
et al. 2019b).

Heutzutage liefern verschiedene Sequenzierungstools noch variierende phylogenetische und
taxonomische Verteilungen und beinhalten unterschiedliche Ansatze der Qualitatskontrolle
(Allali et al. 2017). Haufig wird die bioinformatische Analyseplattform QIIME2 mit Mothur
verglichen. Der wesentliche Unterschied zwischen den beiden Tools liegt darin, dass in
QIIME2 ein Schwerpunkt auf die Visualisierung der Daten gelegt wird, wie z.B. mit dem
QIIME2 View, wahrend Mothur auf das Prozessieren von Daten spezialisiert ist und fir die
Veranschaulichung der Daten weiterfiihrende Tools nétig sind (Bolyen et al. 2019b).

Eine Herausforderung fir alle Tools ist die Bildung von Sequenzchimaren wahrend der
Sequenzierung. Chimaren werden wahrend des PCR-Amplifikationsprozess gebildet und sind
falsche Rekombinationen. Es entsteht der falschliche Eindruck, dass diese Sequenzen von
einem einzelnen mikrobiellen Organismus stammen. Darum ist das Erkennen und Entfernen
von Chimaren (Uber UCIME & VSEARCH) bedeutsam (Buza et al. 2019). QIIME2 bietet
verschiedene Methoden, um die wahrscheinlichste taxonomische Zugehdrigkeit der ASVs
vorherzusagen. Der Befehl giime feature-classifier-classify-sklearn wird verwendet, um
Sequenzen zu klassifizieren (Hall und Beiko 2018). Dazu nutzt die Software die maschinell
lernende Python-Bibliothek scikit-learn (Pedregosa et al. 2011). Wie bereits im Ergebnisteil
der taxonomischen Klassifizierung erwahnt, gibt es QIIME2 Klassifikatoren, welche
benutzerdefiniert Jrainiert* werden koénnen (g2-Feature-Classifier-Protokoll

https://docs.qgiime2.org/2021.2/tutorials/feature-classifier/ (Zugriff 27.05.21)) und somit eine

genauere Klassifikation ermoéglichen (Bokulich et al. 2018). Dabei werden Informationen Uber
die spezifische Probenvorbereitung, die Lange der Sequenzen und die verwendeten

Primerpaare hinterlegt. Die Standarddatenbanken, welche zum groften Teil 6ffentlich


https://docs.qiime2.org/2021.2/tutorials/feature-classifier/
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verfugbar sind, wie beispielsweise SILVA oder Greengenes, sind allerdings genauso in
QIIME2 anwendbar. Die Ergebnisse Uber die Datenbanken sind im Allgemeinen genauer als
die Ergebnisse der einfachen BLAST-Suche, die mit der rep-seqs.qzv-Visualisierung (Abb. 6)
verknupft sind.

QIIME2 ist die Weiterentwicklung und Verbesserung von QIIME1 und stellt einen enormen
Fortschritt in der Benutzerfreundlichkeit dar. Wissenschaftler schatzen zum einen, dass durch
die klare Struktur von QIIME2 der Uberblick wéahrend der Datenanalyse erleichtert wird und
die Daten jederzeit zu ihrem Ursprung zuriickverfolgt werden kénnen. Zum anderen schatzen
sie, dass durch die Pluginstruktur das Tool unkompliziert, vielfaltig nutzbar und leicht an die
personlichen Anforderungen anpassbar ist. Besonders bei QIIME2 ist die direkte
Zusammenarbeit von Entwickler und Nutzer positiv hervorzuheben. Bei Unklarheiten steht das
QIIME2-Forum zur Verfugung, in welchem Fragen schnell, klar und meist innerhalb von 1-2
Werktagen beantwortet werden. Das Teilen von Daten (.gzv), zum Beispiel per E-Mail, ist
deutlich einfacher dadurch geworden, dass keine vorherige Installation des Q/IIME2 Viewer
notig ist. Des Weiteren ist die Datenanalyse ohne bioinformatisches Vorwissen oder
Programmierungserfahrung mdéglich. Fir viele Autoren ist QIIME2 zur Zeit das beste frei
zugangliche Tool und bietet transparente Mikrobiomforschung, was einen grofden Fortschritt

fur die Reproduzierbarkeit von Daten darstellt (Bolyen et al. 2019b).

4.4. Uberblick tiber die Analyse des Lymphoma Datensatzes

Die Analyse des Lymphoma Datensatzes hat ergeben, dass es einen signifikanten
Unterschied des fakalen Mikrobioms zwischen den beiden Gruppen (Lymphoma/Gesund) gibt.
Somit konnte die urspriingliche Hypothese bestatigt werden.

Es ist interessant, dass die Proben der gesunden Gruppe eine hohe Diversitat innerhalb der
einzelnen Proben, aber einen geringen Unterschied zwischen den Proben der Gruppe
aufweisen, obwohl die Gruppe ,Gesund® nicht standardisiert ist (unterschiedliches Futter,
Umwelteinflisse variieren, unterschiedlicher Kontakt zu anderen Tieren und Menschen,
unterschiedliches Alter und Geschlecht). Die Lymphoma-Gruppe weist innerhalb der einzelnen
Proben eine geringere Diversitat auf, sie unterscheiden sich jedoch untereinander stark. Abb.
11 kann entsprechend der Metadatenkategorie eingefarbt und die 3D-Abbildung gedreht
werden, um festzustellen, ob die Proben zusammen clustern oder nicht. Dabei sieht man, dass
neun Tiere der Lymphoma-Gruppe (SO01L, S04L, SO6L, SO7L, S13L, S16L, S17L, S18L und
S20L) mit den Tieren aus der gesunden Gruppe zusammenfallen. Dies kdnnte bedeuten, dass
sich das Mikrobiom dieser Tiere noch nicht verandert hat oder gewisse mikrobielle Phylotypen

dazu beitragen, dass das Mikrobiom trotz Erkrankung stabil bleibt. In Supplement Tab. 3 sind
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die Proben und ihre Metadaten aufgelistet. Was auffalltist, dass keine der Lymphoma-Katzen,
welche eine Behandlung erfahren hat (SO3L, S14L und S15L), mit den gesunden Proben
zusammenfallt. Nur die unbehandelten Tiere zeigen ein Clustern mit der Kontrollgruppe. Grund
fur diese Haufung kénnte zum einen sein, dass die Krankheit (Lymphom) in einem friheren
Stadium erkannt wurde und noch keine Auswirkung auf die Zusammensetzung des
Mikrobioms hat. Zum anderen kdénnte eventuell die Lokalisation des Lymphoms keine oder zu
geringe Anderungen des Mikrobioms verursachen, die (iber fikale Proben nicht nachgewiesen
werden kénnen. Um diese Fragen beantworten zu kénnen, misste ein Datensatz mit einer
grélReren Probenanzahl analysiert werden. Es gibt erst einige wenige Publikationen dariber,
wie sich das Mikrobiom von gesunden Katzen verhalt und bis dato noch kaum Informationen

darlber, wie es sich bei einer Lymphom Erkrankung verandert.

4.4.1. Taxonomischer Vergleich mit der aktuellen Literatur

Frihere Untersuchungen zum Mikrobiom der Katze, bei denen traditionelle Kulturverfahren
genutzt wurden, haben einen Uberwiegenden héheren Anteil an fakultativen und obligat
anaeroben Bakterien im Gegensatz zu anderen Saugetieren gezeigt (Johnston et al. 1993,
Papasouliotis et al. 1998). Studien, in denen mit Gewebeproben aus dem Darm von Katzen
gearbeitet wurde, ergaben, dass 99 % des Darmmikrobioms aus den Phyla Firmicutes,
Bacteroidota, Proteobacteria, Fusobacteria, und Actinobacteria bestehen (Suchodolski
2011b). Die Mehrheit der Mikrobiota wurde als Firmicutes Kklassifiziert, gefolgt von
Proteobacteria, Bacteroidota, Fusobacteria und Actinobacteria (Ritchie et al. 2008).

In dieser Arbeit besteht das Mikrobiom der gesamten Proben zu 99 % aus folgenden Phyla:
Firmicutes (47,99 %), Bacteroidota (28,01 %), Fusobacteria (13,64 %), Proteobacteria (6,90
%) und Actinobacteria (2,51 %) (Supplement Tab. 1). Diese Ergebnisse stimmt mit denen von
Suchodolski et al. Uberein (Suchodolski 2011b). In der Studie von Meazzi et al. (Meazzi et al.
2019) war Firmicutes auch am haufigsten nachweisbar, gefolgt von Bacteroidota,
Actinobacteria und Proteobacteria. Firmicutes war ebenfalls in der Studie von Desain et al.
(Desai et al. 2009) am haufigsten vertreten, gefolgt von Actinobacteria, Bacteroidota und
Proteobacteria. Auch Barry et al. (Barry et al. 2012) beschreiben in ihrer Studie Firmicutes
(36-50 %) als dominantes Phylum, gefolgt von Bacteroidota (24—36 %), und Proteobacteria
(11-12 %). Ebenso wie Deng und Swanson (Deng und Swanson 2015), wo auch Firmicutes
dominierte, an zweiter Stelle Bacteroidota, gefolgt von Fusobacteria, Actinobacteria und
Proteobacteria. In der Studie von Handl et al. (Handl et al. 2011) ist ebenfalls Firmicutes (92
%) am haufigsten vertreten, gefolgt von Actinobacteria (7,3 %), Bacteroidota (0,5 %) und
Fusobacteria (0,04 %). Nur in der Studie von Tun et al. (Tun et al. 2012) dominierte

Bacteroidota (68 %), gefolgt von Firmicutes (13 %), Proteobacteria (6 %), Actinobacteria (1 %)
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und Fusobacteria (0,7 %). Dieser Unterschied kdnnte erklart werden durch i.) die geringe
Probenanzahl von n=5, wobei alle Katzen in dieser Studie Wohnungskatzen (Asien) waren, ii.)
das Fehlen eines ,beads beater” Schrittes wahrend der DNA-Extraktion, wo widerstandsfahige
Bakterien wie Firmicutes nicht aufgebrochen werden konnten.

Die Dominanz von Firmicutes in vielen Studien sowie auch in dieser, zeigt, dass fir die Katze
die Verdauung von an sich unverdaulichen Ballaststoffen sehr effizient moglich ist und damit
kurzkettige Fettsauren zur Verfigung stehen. Einfache Zuckermolekiile werden durch das
Uberangebot an Firmicutes zur Verfligung gestellt und sichern so, dass das Maximum an
verfugbarer Energie bereitsteht.

Aus der friihen Literatur wissen wir, dass die am haufigsten isolierten Bakteriengruppen aus
dem GI-Trakt Bacteroides spp., Clostridium spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp.,
Fusobacteria spp. und Eubacteria spp. sind (Minamoto et al. 2012a). Die Datenanalyse dieser
Arbeit ergab dominante Familien zugehérend =zu Bacteroidaceae (17,97 %),
Peptostreptococcaceae (14,99 %), Lachnospiraceae (11,42 %), Fusobacteriaceae (10,44 %),
Ruminococcaceae (6,60 %), Coriobacteriaceae (4,78 %), Prevotellaceae (4,77 %),
Clostridiaceae 1 (4,64 %), Burkholderiaceae (3,61 %) und Enterobacteriaceae (2,41 %)
(Supplement Tab. 6). Auf Genus- Ebene gibt es groRe Unterschiede zwischen schon
publizierten Studien, was die extreme Variabilitdt und Anpassungsfahigkeit des
Darmmikrobioms an unterschiedliche Umweltfaktoren wiederspiegelt (Meazzi et al. 2019).
Wie in der Einleitung bereits erwahnt, gibt es aber auch bei den Analysetools groRle
Unterschiede in der taxonomischen Zuordnung ab der Familien-Ebene aufwarts. Dies fihrt zu
unterschiedlichen Beta-Diversitatsberechnungen und erschwert dadurch die Vergleichbarkeit
der Studien auf Familien-, Genus- und Spezies-Ebene. Speziell auf Genusebene
(Supplement Tab. 7) ist auch in diesem Datensatz manchmal keine Zuordnung mehr méglich,
was mit anderen schon publizierten Datensatzen, welche mit MiSeq sequenziert wurden,
Ubereinstimmt (Zwirzitz et al. 2020).

Das Mikrobiom ist ein empfindliches System, das sich je nach Lebenssituation anpasst und
verandert. Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Studien konnten auf Unterschiede
in der Ernahrung, dem Alter, der Kérperkondition, den Haltungsbedingungen, einer Kastration,
dem Vorhandensein von entzindlicher Erkrankungen und vielen anderen Parameter
zurUckzufuhren sein (Deusch et al. 2015). Vorangegangene Studien zeigen einen nicht zu
vernachlassigenden Unterschied des Mikrobioms zwischen unterschiedlichen Altersgruppen
(Suchodolski et al. 2015). Ziel ist es eine moglichst homogene Gruppe an Katzen fir

weiterfiihrende Studien zu gewinnen, um die Aussagekraft der Ergebnisse zu erhéhen.
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4.5. Das Darmmikrobiom der Katze im gesunden Zustand und wahrend der

Lymphomerkrankung

Im Folgenden Kapitel wird genauer auf die Bakterien, deren Aufgaben und Vorkommen
eingegangen, sowie diese diskutiert. Jedes Tier zeigt ein individuelles mikrobielles Profil,
dennoch gehort die Gberwiegende Mehrheit eines gesunden Darmmikrobioms zu den Phyla
der Firmicutes und Bacteroidota. Erweitert werden diese von dem Phylum der Actinobacteria,
welches in deutlich geringerer Anzahl vorkommt. Im Falle einer Krankheit kommt es haufig zu
einer Dysbiose. Meist geht damit eine Verringerung der Bakterienvielfalt und Reduktion der
obligat anaeroben Arten mit einer Zunahme der fakultativ anaeroben Bakterien einher (Walker
und Lawley 2013). In dieser Arbeit besteht das gesamte Mikrobiom der gesamten Proben zu
99 % aus (Supplement Tab. 5): Firmicutes (47,99 %), Bacteroidota (28,01 %), Fusobacteria
(10,45 %), Proteobacteria (6,90 %) und Actinobacteria (5,69 %). Vergleicht man die
generierten Phyla der Lymphoma-Gruppe mit den der gesunden Gruppe, erkennt man, dass
jeweils Firmicutes und Bacteroidota dominieren und in der gesunden Gruppe knapp 83 % des
gesamten Mikrobioms ausmachen, wahrend es in der Lymphoma-Gruppe nur 73 % sind. Dort
stehen an dritter Stelle die Fusobacteria, an vierter Stelle die Proteobacteria und an finfter
Stelle die Actinobacteria. In der gesunden Gruppe stehen an dritter Stelle die Actinobacteria

gefolgt von den Proteobacteria und knapp dahinter, an funfter Stelle Fusobacteria.

4 .5.1. Firmicutes-assoziierte Bakterien

Firmicutes ist das dominante Phylum des Darmmikrobioms der Katze und macht den grofdten
prozentualen Anteil aus. Die grampositiven Bakterien sind obligat anaerob, dies bedeutet,
dass sie nur in Abwesenheit von Sauerstoff Uberleben und sich vermehren kénnen. Die
Bakterien haben eine  immunomodulatorische  Wirkung und sind  indirekt
entzindungshemmend, indem sie kurzkettige Fettsduren (SCFAs) produzieren. Die SCFAs
setzen sich zum gréfRten Teil aus Butyrat, aber auch Acetat und Propionat zusammen.
Insbesondere die Dickdarmepithelzellen (Colonozyten) decken 60-70% ihres Energiebedarfs
durch Butyrat (Walker und Lawley 2013). Der Zusammenhang von Butyrat produzierenden
Bakterien und die damit einhergehende schitzende Wirkung gegen Darmkrebs ist durch eine
Vielzahl an Studien belegt (Orchel et al. 2005, Comalada et al. 2006, Tan et al. 2008).

Die Lymphoma Katzen weilRen eine Reduktion von 17,87 % des Phylums Firmicutes auf. Auch
andere Studien aus der Humanmedizin zeigen, dass es unabhangig von der genauen Art der
Krankheit auch bei entzlindlichen oder immunregulierten Darmerkrankungen oft zu einer

Reduktion des Phylums Firmicutes kommt (Frank et al. 2007, Chang et al. 2008, Major und
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Spiller 2014). Diese Dysbiose moduliert unter anderem auch die Fahigkeit zur Modifikation von
Gallensauren und wird aktuell als Krankheitsmarker diskutiert (Ogilvie und Jones 2012).

Die gesunde Gruppe weist einen 4 % hdheren Anteil an Ruminococcaceae auf.
Ruminococcaceae sind 7a-dehydroxylierende Bakterien, welche die Reduktion von primaren
Gallensauren zu sekundaren Gallensauren fordern. Die sekundaren Gallensauren weisen im
Darm eine entzindungshemmende Wirkung auf. Somit entsteht durch eine Verringerung der
Ruminococcaceae-Familie indirekt ein entzindungsforderndes Milieu. Ansatze zum Ausgleich
der Dysbiose und therapeutischen Nutzung der Ruminococcaceae-Familie haben Potenzial in
der Zukunft (Sinha et al. 2020).

In der Lymphoma-Gruppe weist die Lachnospiraceae-Familie einen Rickgang von 8 % im
Gegensatz zu der gesunden Gruppe auf. Diese Reduktion der Mitglieder der Lachnospiraceae
wird in vorrangegangenen Studien mit entziindlichen Darmerkrankungen in Zusammenhang
gebracht (Frank et al. 2007). Desweitern konnte in einer Studie mit Mausen, bei einem
Darmkrebsmodell, die Polypenbildung an der Darmschleimhaut mithilfe von Lachnospiraceae
verhindert werden (Mai et al. 2007). Dies lasst auf eine wesentliche Rolle der Lachnospiraceae
bei der Aufrechterhaltung der Darmhomd&ostase schliefien (Frank et al. 2007).

In vorangegangen Studien konnte ein Anstieg der Erysipelotrichaceae-Familie bei entziindlich
bedingten Magendarm Erkrankungen, wie zum Beispiel Darmkrebs, festgestellt werden (Chen
et al. 2012, Zhu et al. 2014). Die Lymphoma-Daten dieser Arbeit ergeben keinen Anstieg der
Erysipelotrichaceae, sondern eine Reduktion um 2 %. Einige Bakterienfamilien, zum Beispiel
Mitglieder der Erysipelotrichaceae, werden mit einem Uberzug an IgA-Immunglobulinen,
unterschiedlicher Konzentrationen, in Zusammenhang gebracht (Kaakoush 2015). Durch IgA
wird die Entziindung identifiziert und von den Bakterien anschlieRend gefordert. Dadurch wird
der Schweregrad entzindlich bedingter Darmerkrankungen gesteigert (Palm et al. 2014).
Diese Beobachtung kann durch die Lymphoma-Daten dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Ein
Grund dafir kdnnte eine vorangegangene Immunsuppression, speziell mit einer Verringerung

der IgA Immunglobulinen, sein.

4 .5.2. Bacteroidota -assoziierte Bakterien

Bacteroidota sind gramnegative, obligat anaerobe Bakterien. Mitglieder des Phylums
Bacteroidota sind metabolisch hoch flexibel und kénnen sich schnell an veranderte
Umweltbedingungen anpassen (Kolmeder et al. 2015). Im gesunden Darmmikrobiom sind
Vertreter der Bacteroidota sehr haufig zu finden. Diese tragen zum Beispiel zur Bildung von
Vitamin K, (Ramotar et al. 1984) und SCFs, vor allem Acetat und Propionat, bei (Fei und Zhao
2013). Durch eine ballaststoffreiche Ernahrung kénnen bis zu 10 % des taglichen

Kalorienbedarfs des Wirts durch SCFAs gedeckt werden, welche durch die Fermentation der
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unverdaulichen Kohlenhydrate entstehen (Cummings 1981). In Studien mit fettleibigen und
dinnen Menschen wurde festgestell, dass das Darmmikrobiom der dinnen
Studienteilnehmergruppe einen signifikant héheren Anteil an Bacteroidota aufweist (Johnson
et al. 2017). Die Lymphoma-Gruppe hat im Gegensatz zur gesunden Gruppe einen 8 %
hoheren Anteil an Bacteroidota, davon stammen nahezu alle aus der Bacteroidaceae-Familie.
Es ist bekannt, dass die Bacteroidaceae durch die Aktivierung von CD4+T-Zellen, in die
Immunantwort involviert ist. Individuen mit einem hdheren Gehalt an Bacteroidaceae im
Mikrobiom weisen eine hdhere Konzentration an regulatorischen T-Zellen (Treg) und
Myeloiden Suppressorzellen (MDSC) auf (Gopalakrishnan et al. 2018). Die Treg-Zellen
unterdricken abnormale oder Ubermaflige Immunantworten und hemmen somit auch die
Antitumorimmunitat. Eine hohe Treg-Zell Infiltration ist mit einer schlechten Prognose bei
verschiedenen Krebsarten verbunden (Ohue und Nishikawa 2019). Im Gegensatz dazu sind
die MDSC in der Lage sich bei Infektionen, Entzindungen oder Krebs auszudehnen und die
T-Zellen vermittelte Immunantwort zu unterdriicken (Gabrilovich und Nagaraj 2009). Die
bisherigen Ergebnisse stellen, durch eine aktive Beeinflussung der Bacteroidaceae-
Konzentration im Mikrobiom, einen vielversprechenden Ansatz fur die Immunotherapie bei

Krebserkrankungen dar.

4 .5.3. Fusobacteria-assoziierte Bakterien

Fusobacteria sind ebenfalls gramnegative, obligat anaerobe Bakterien, welche bei Menschen
und Tieren natirlicherweise im oberen Atmungstrakt und im Verdauungstrakt vorkommen
(Allaker 2012). Die unterschiedlichen Spezies sind an einer Vielzahl von Infektionen beteiligt,
in dem sie Uber geschadigte Schleimhautbarrieren in den Korper eindringen und sich dort
vermehren (Booth 2014). In Humanstudien hat sich gezeigt, dass die Anzahl an Fusobacteria-
assoziierten Spezies im Tumorgewebe von Darmkrebs, im Vergleich zu dem Gewebe der
gesunden Darmschleimhaut deutlich erhéht ist (Kostic et al. 2012). In dieser Arbeit weisen
Fusobacteria einen Anstieg von 12,34 % in der Lymphoma-Gruppe auf. Einige Spezies im
Phylum der Fusobacteria kbnnen im Wirt proinflammatorische Reaktionen auslésen (Moore
und Moore 1994). Sie besitzen spezifische Virulenzgene, die die Adhasion an und das
Eindringen in Epithelzellen ermdglichen (Han et al. 2000, Bachrach et al. 2005, Uitto et al.
2005). Ein vermehrtes Vorkommen dieser Bakterien in Tumorgewebe, kann ein Hinweis sein,
dass sie zur Tumorentstehung beitragen, am wahrscheinlichsten durch einen Entziindungs-
assoziierten Mechanismus (Kostic et al. 2012). Es ist aber auch mdglich, dass sich diese
Bakterien in der Tumor-Umgebung in spateren Tumor Stadien besser etablieren kdnnen als
andere Bakterien, und damit keine Rolle in der Tumorentstehung haben. Es gibt noch keinen

kausalen Zusammenhang zwischen Fusobacteria und Tumoren.
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In den insgesamt 23 Lymphoma-Proben kann ein Anstieg von 12 % der Familie der
Fusobacteriaceae beobachtet werden. Davon weisen 12 Proben einen Mittelwert von 25 % an
Fusobacteriaceae und die anderen 11 Proben einen Mittelwert von 2 % aus. Die Familie der
Fusobacterieacea gelten als entzindungsférdernd und zeigen eine signifikanten Anstieg in
Krebsgewebe (Sedzikowska und Szablewski 2021). Die grofen Unterschiede innerhalb der
Lymphoma-Gruppe kénnen moéglicherweise durch eine unterschiedliche Krankheitsdauer der
Lymphoma betroffenen Katzen entstehen. Der tatsachliche Zeitpunkt, ab dem das Lymphom
begonnen hat sich zu entwickeln, kann jedoch in der Praxis nicht festgestellt werden, da die
Besitzer erst wesentlich spater beim Auftreten gastrointestinaler Symptome wie Inappetenz,

Erbrechen, Durchfall und Gewichtsabnahme vorstellig werden.

4 .5.4. Proteobacteria-assoziierte Bakterien

Proteobacteria sind gramnegative, fakultativ anaerobe Bakterien. Fakultativ anaerob bedeutet,
dass die Bakterien in Abwesenheit und Anwesenheit von Sauerstoff vegetieren koénnen.
Proteobacteria weisen eine Vielzahl an Familien auf. Vermutlich kbnnen die Mitglieder der
Familie Enterobacteriaceae besser unter entziindlichen Bedingungen im Darm Uberleben als
die obligaten Anaerobier, welche fur die Gesundheit des Darms verantwortlich sind. Dieses
Phylum weist eine Vielzahl an pathogenen Arten gehdrend z.B. zu Campylobacter,
Enterobacter und Escherichia auf (Stecher et al. 2007). Die Daten dieser Arbeit ergeben
insgesamt eine Vermehrung der Proteobacteria um 7,19 % in der Lymphoma-Gruppe. Auf
Familienebene lasst sich ein Anstieg der Enterobacteriaceae von 2,89 % nachweisen, welche
zu 95,5 % aus der Echerichia-Shigella Gruppe bestehen.

In Humanstudien konnte ein Zusammenhang von erhdhten Burkholderiaceae-Werten im
neoplastischen Gewebe mit Darmkrebs hergestellt werden (Alomair et al. 2018). In der
Lymphoma-Gruppe lasst sich ein Anstieg von 3 % der Burkholderiaceae-Familie erkennen.

Diese Steigerung kann einen Ausldser fur Neoplasien darstellen (Pederzoli et al. 2020).

4 .5.5. Actinobacteria-assoziierte Bakterien

Actinobacteria produzieren ebenso wie Firmicutes kurzkettige Fettsauren und tragen damit zur
Aufrechterhaltung der natlrlichen Darmbarriere bei (Mondo et al. 2019). Das Phylum der
Actinobacteria, speziell die Familie der Bifidobacteriacea, weisen entziindungshemmende
Eigenschaften uUber die Regulation von Immunzellen auf (O’'Neill et al. 2017). Dabei kdnnen
die Bakterien Uber bestimmte Oberflachenmolekile die Immunzellen aktivieren. In
vorangegangenen Studien zeigen Katzen mit Inflammatory Bowel Disease (IBD) und Small

Cell Lymphoma (SCL) einen Rickgang der Bifidobacteriacea. Diese sind direkt fir die
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Unterstitzung der Darmbarriere verantwortlich (Marsilio et al. 2019). Die Lymphoma Katzen
weisen eine Reduktion von 9,57 % des Phylum Actinobacteria auf. Innerhalb des Phylums
Actinobacteria kommt es zu einer Abnahme der Familie der Bifidobacteriacea um 1,22 %.

Die Familie der Coriobacteriaceae Ubernimmt wichtige Stoffwechselfunktionen, unter anderem
die Umwandlung von Gallensalzen und Steroidhormonen (Clavel et al. 2014). Durch den
Gallensaurestoffwechsel haben die Bakterien indirekt Auswirkung auf den Lipidstoffwechsel
des Wirts. Coriobacteriaceae konnten ein Ansatz fiir das Erkennen von Stoffwechselstérungen
darstellen, da sie mit einem gesunden Darmmikrobiom in Zusammenhang gebracht werden
(Zhao et al. 2018). Die Lymphoma-Katzen weisen eine Reduktion von 7 % der
Coriobacteriaceae-Familie auf. Davon liegen 7 Lymphoma-Katzen tber dem Mittelwert von
2,5 % und die andern 13 Katzen darunter. Eine Reduktion dieser Bakterien in der Lymphoma-
Gruppe konnte eine Veranderung des Stoffwechsels zur Folge haben oder durch die

Stoffwechselveranderung die Lymphomerkrankung begunstigen.

4.6. Bedeutung eines veranderten Mikrobioms der Lymphoma Katzen

,Eine schlechte Verdauung ist die Wurzel allen Ubels“ (Hippokrates 460-370 v.Chr.). Die
Darmschleimhaut ist die Schnittstelle unseres Koérpers mit der Umwelt. Das Darmmikrobiom
stellt eine wichtige Rolle in unserem Organismus dar. Es tragt zur Abwehr von pathogenen
Bakterien bei und produziert Substanzen, die sowohl flir die Bakterien als auch fir den Wirt
von Vorteil sind (Symbiose). Es fermentiert unverdauliche Kohlenhydrate und stellt SCFAs wie
z.B. Propionat, Butyrat und Acetat her. Die Aufgabe der SCFAs ist die Senkung des
intestinalen pH-Werts (Abwehrmechanismus) und die Unterstlitzung der epithelialen
Darmzellen. Dysbiosen haben grofte Auswirkungen auf die Menge und die Zusammensetzung
der Metaboliten, da diese zum Grofteil von den Mikroben produziert werden. Zusatzlich hierzu
spielen sie eine grol3e Rolle bei Magen-Darm-, oder systemischen Erkrankungen (Walker und
Lawley 2013).

Es gibt drei beschriebene Formen der Dysbiose. Erstens, eine Reduktion der Bakterienvielfalt;
zweitens, ein Verlust der nutzlichen Bakterien und drittens, die Zunahme von krankmachenden
Bakterien (Mondo et al. 2019). Oft ist eine Dysbiose eine Mischform aus zwei bis drei dieser
beschriebenen Zustande. Studien zum Vorhandensein von Dysbiosen bei Erkrankungen der
Katze ergaben meist kein klar erkennbares Muster der Mikrobiomveranderungen (Mondo et
al. 2019). Sehr oft kommt es unabhangig von der Art der Krankheit zu einer Verringerung der
obligat anaeroben Bakterienvielfalt und zu einer Vermehrung der fakultativ anaeroben

Bakterien wie den Enterobacteriacea (Lupp et al. 2007, Stecher et al. 2007).
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Untersuchungen ergaben, dass eine haufig beobachtete Veranderung des Mikrobioms bei
Katzen mit IBD eine Abnahme von Firmicutes ist. Die Vermutung liegt nahe, weil Firmicutes
eine wichtige Rolle in der Produktion von SCFAs spielt und damit die Darmgesundheit fordert
(Suchodolski 2011b). Die Lymphoma Katzen weisen eine Reduktion von 17,87 % von
Firmicutes auf. Dieses Phylum produziert vorwiegend Butyrat, was malgeblich zur
Aufrechterhaltung der Proliferation und Schleimproduktion der Epithelzellen im Darm beitragt.
Deren Ziel es ist die funktionelle Darmbarriere gegen mogliche pathogene Erreger aufrecht zu
erhalten (Walker und Lawley 2013). Eine Abnahme der SCFAs produzierenden Bakterien in
der Lymphoma-Gruppe verursacht mdglicherweise eine Stérung der Darmbarriere und erhéht
damit die Anfalligkeit flir potenzielle pathogene Erreger. Zusatzlich weisen die Lymphoma
Katzen einen Anstieg von 8 % des Phylums Bacteroidota auf. Dieses Phanomen wurde bei
einer Studie mit Mausen, welche ein-drei Tage kein Futter bekamen, ebenfalls beobachtet.
Die Kontrollgruppe an Mausen, welche eine ad libitum Futterung erhielt, wies eine signifikant
geringeren Anteil an Bacteroidota auf (Kohl et al. 2014). Bei Katzen mit diagnostiziertem
Lymphom konnte ein verminderter Appetit oder Anorexie bei 77,8% der Patienten festgestellt
werden (Krick et al. 2008). Diese Ergebnisse lassen Grund zu der Annahme, dass Katzen der
Lymphoma-Gruppe Uber langere Zeit der Erkrankung ein geringerer Anteil an kurzkettigen
Kohlenhydraten zur Verfligung stehen.

Der Anstieg der Fusobacteria von 12,34 % in der Lymphoma-Gruppe lasst sich womaoglich
durch die bestehenden Lymphome erklaren. Studien haben gezeigt, dass Fusobacteria
gehauft im Tumorgewebe auftreten (Kostic et al. 2012). Es sind weitere, standardisierte
Versuchsmodelle nétig, um einen kausalen Zusammenhang zu prifen. Die Lymphoma-
Gruppe weist einen Anstieg der Proteobacteria und eine Zunahme der Enterobacteriaceae
Familie, wovon der Grof¥teil aus der Escherichia-Shigella Gruppe besteht, auf. Es wird
angenommen, dass durch entzindliche Prozesse im Darm das Gleichgewicht der aeroben
Darmschleimhaut und des anaeroben Darmlumens hin zu einem sauerstoffhaltigen Milieu
gestort wird und somit die Vermehrung von Enterobacteriacea férdert (Janeczko et al. 2008,
Marsilio et al. 2019). Humanstudien haben gezeigt, dass diese Milieu das Tumorwachstum
beschleunigt (Zhou et al. 2021). Ebenso beglnstigen die Veranderungen der
Sauerstoffverhaltnisse das Ansiedeln von fakultativ anaeroben pathogenen Arten. In der
Lymphoma-Gruppe kommt es zu einer Abnahme des Phylums der Actinobacteria. In diesem
Fall ist eine Stérung der Darmbarriere einhergehend durch die Reduktion von SCFAs
produzierenden und entzindungshemmenden Bakterien, vor allem aus der Familie der
Bifidobacteriacea denkbar. Der Zusammenhang eines gestorten Mikrobioms mit einer
Krankheit und die genauen Wirkungsmechanismen sind weiterhin unklar (Lyu et al. 2020).
Interessant ware die zusatzliche Untersuchung der bakteriellen Stoffwechselprodukte (SCFs,

Vitamine und Laktat (Macfarlane und Macfarlane 2003)) im Kot, um die Unterschiede des
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veranderten Mikrobioms deutlicher darlegen zu kdnnen. Es ist bekannt, dass sich das Phylum
Bacteroidota schnell an wechselnde Bedingungen anpassen kann (Johnson et al. 2017).
Daher waren weitere Informationen Uber die Haufigkeit der Fltterung, das Futtermittel und die
Menge, ein wichtiger Punkt in der Datenerfassung. Durch diese ergdnzenden Informationen
kdnnte eine Veranderung des Mikrobioms besser charakterisiert und die Aussagekraft erhdht

werden.

4.7. Zukunft der Mikrobiomanalyse

Die genaue taxonomische Zuordnung der reprasentativen Sequenzen ist von besonderer
Bedeutung und ein sehr wichtiger Teil in der Mikrobiomanalyse (Allali et al. 2017).

In dieser Arbeit wurde mit ASVs gearbeitet. ASVs sind nicht geclusterte und bereits auf Fehler
korrigierte Sequenzen. Innerhalb eines ASVs weisen die zugeordneten Sequenzen eine
100%ige Ubereinstimmung auf, wahrend bei der frilher oft verwendeten OTU Klassifizierung
nur eine 97%ige Ahnlichkeit gegeben ist. Der Vorteil von ASVs ist, dass diese eine hohere
Spezifitdt und Sensitivitat aufweisen. Somit kdbnnen zum Beispiel ASVs, die von verschiedenen
Studien oder Proben gewonnen wurden, miteinander verglichen werden oder ASV-Tabellen
aus Projekten mit denselben Primerpaaren erganzt werden. ASVs ermdglichen
reproduzierbare, prazisere und wiederverwendbare Datensatze, weshalb die Verwendung von
OTUs in der Mikrobiomforschung langfristig gesehen genauer hinterfragt werden sollte (Eren
et al. 2015, Callahan et al. 2017). Sowohl in Mothur als auch in QIIME2 wird auf Grundlage
der ASV-Tabelle die Datenanalyse (inklusive Beta- und Alpha Diversitat) durchgefuhrt (Buza
et al. 2019).

Die Zuverlassigkeit und die Integration von Metadaten wie z.B. der Gesundheitsstatus
(Lymphoma/gesunde Gruppe) sind entscheidende Faktoren, um aufschlussreiche
Erkenntnisse aus den Mikrobiomstudien zu erlangen. Diese wichtigen Informationen sind
meist nicht 6ffentlich verfugbar, was zu Problemen bei der Wiederverarbeitung der Daten fihrt.
Metadaten bilden den Schlissel, um aus Daten biologische Erkenntnisse zu gewinnen
(Moreno-Indias et al. 2021). Die Benutzer der Sequenzierungsplattformen sollten Uber die
jeweiligen Schwachpunkte der Programme Bescheid wissen, um dies bei der Auswahl
berlcksichtigen zu kénnen. QIIME2 bietet im Moment als einzige Analyseplattform die
Médglichkeit, Datensatze retrospektiv nachzuverfolgen und damit die Reproduzierbarkeit
sicherzustellen. In Zukunft sollten im Studiendesign metagenomische Ansatze, die die
Gesamtheit aller mikrobiellen Gene berucksichtigen, sowie Metatranskriptom Analysen, die
die Genexpression von Mikroben in natlrlichen Umgebungen untersuchen, forciert werden,

um funktionelle Mikroben-Wirt Interaktionen untersuchen zu kénnen.
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4.8. Ausblick

Die Mikrobiomauswertung ist sowohl in der Datenanalyse als auch in der anschlielienden
Auswertung und Interpretation der Ergebnisse herausfordernd. Studien konzentrieren sich
haufig nur auf die Veranderungen des Mikrobioms bei Pathologien des Darmtrakts und nicht
darauf, wie diese Dysbiose wieder in Richtung des gesunden Gleichgewichts (Eubiose)
verschoben werden kann und was die Auswirkungen auf die Grunderkrankung waren. Das
Mikrobiom kann bei Menschen durch Erndhrung, antimikrobielle Behandlung, Probiotika und
Prabotika reguliert werden und dadurch die Krebsbehandlung positiv beeinflussen (Zhou et al.
2021). Man hat herausgefunden, dass der Nahrung zugesetzte |0sliche Ballaststoffquellen,
sogenannte Prabiotika, und der Gehalt an Mikronahrstoffe (z.B. Proteingehalt) im Futter mit
einer Veranderung des fakalen Mikrobioms bei gesunden Katzen in Zusammenhang gebracht
werden kann. Des Weiteren kénnte dies eine positive Auswirkung auf Tiere mit chronischen
Darmentziindungen haben (Vester et al. 2009, Barry et al. 2010). Die Verabreichung von
bestimmten Bakterienstammen hatte somit Potential, die Darmmikrobiota von chronischen
Magen-Darm-Erkrankungen positiv zu verandern oder sogar Dysbiosen auszugleichen (Hart
et al. 2012). Hier ware es von Vorteil, weiter an der genauen Erkldrung der
Wirkungsmechanismen zu arbeiten.

In dieser Arbeit zeigen nicht allen Proben der Lymphoma Katzen einen Unterschied zu der
Kontrollgruppe. Manche Proben clustern mit den der gesunden Gruppe, andere Proben sind
diffus verteilt. Daher kann hier kein klares ,Lymphoma-Muster® erkannt werden, welches
reprasentativ fir die Lymphomerkrankung ware. Aufgrund dessen ist es aktuell noch nicht
mdglich, einen oder mehrere Biomarker zu definieren. Ware dies in Zukunft der Fall, hatte das
in der Tiermedizin einen enormen Vorteil, sowohl fir die Tiere als auch fir die Besitzer und
die Tierarzte. Die Chance, Krankheiten noch vor Symptombeginn zu erkennen und dadurch
die Wahrscheinlichkeit, eine bessere Prognose zu erlangen, ist vielversprechend. Beim
Menschen wurden bereits signifikante Veranderungen in dem Darmmikrobiom von Patienten
mit verschiedenen Krebsarten gefunden, dabei dienen spezifische Bakterien oder spezielle
Mikrobiom-Eigenschaften als Marker fir Screenings und Prognosevorhersagen (Zhou et al.
2021). Katzen sind nicht nur im Bereich der Mikrobiomforschung ein interessantes
Forschungsmodell, sondern lassen auch Ruckschlisse auf menschliche Pathologien wie
Krebs, Typ-2-Diabetes mellitus oder HIV (Humanes Immundefiziens-Virus) zu (McNiel 2001,
Henson und O’Brien 2006, Bienzle 2014). Dennoch ist das Wissen Uber das Mikrobiom der
Katzen so gering, dass es noch keinen Nutzen fir die Praxis aufweist (Lyu et al. 2020).

Der enorme Arbeits- und Kostenaufwand dieser Studien kénnte durch die Weiterentwicklung
von NGS und Automatisierung von bioinformatischer Analysetools wie z.B. durch QIIME2
minimiert werden (Moreno-Indias et al. 2021). Von daher ist folgender Grundsatz fur die

Entwicklung von bioinformatischen Analysetools in der Mikrobiomforschung von grofRer
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Bedeutung: FAIR (Findable, Accessible, Interoperable and Reusable) (Shetty und Lahti 2019),
was zu Deutsch ,Auffindbarkeit, Zuganglichkeit, vollstdndige Kompatibilitdt und
Wiederverwendbarkeit® bedeutet. Derzeit gib es auf dem Markt kein frei zugangliches
bioinformatisches Analysetool, das den Anforderungen der Mikrobiomanalyse so sehr
entspricht wie QIIME2.
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5. Zusammenfassung

Das Mikrobiom der Katzen beinhaltet eine Vielzahl an Mikroorganismen, die sich je nach
Fltterung, Haltungsbedingungen, Alter und Gesundheitsstatus anpasst. Ziel dieser Arbeit war,
die bioinformatische Analyse eines Probensatzes bestehend aus Kot von an Lymphoma
erkrankten Katzen und von einer gesunden Kontrollgruppe. Die bioinformatische Auswertung
wurde mit dem Tool QIIME2 gemacht. Im Mittelpunkt der Analyse stand die Anwendung eines
Workflows und Interpretation des mikrobiellen Datensatzes. Dazu wurde aus 33 felinen
Proben (23 von Lymphoma Katzen, 10 von gesunden Katzen), und einer Leerkontrolle DNA
extrahiert. AnschlieBend wurde das 16S rRNA Gen amplifiziert und mittels lllumina MiSeq
sequenziert. Die Datenanalyse in QIIME2 ergab, dass 11.006.277 Sequenzen generiert
wurden und nach der Qualitatskontrolle 65,31 % der Sequenzen verblieben. Es wurden 3005
ASVs (Amplicon Sequence Variants) generiert, welche insgesamt 16 Phyla zugeordnet
werden konnten. Die am haufigsten vorkommenden Phyla waren Firmicutes (47,99 %),
Bacteroidota (28,01 %), Fusobacteria (13,64 %), Proteobacteria (6,90 %) und Actinobacteria
(2,51 %). Die Mikrobiomstruktur der beiden Gruppen (Lymphoma/Gesund) zeigte einen
signifikanten Unterschied (p=0,003). Die Tiere der gesunden Gruppe wiesen einen héheren
Gehalt an Firmicutes (1,42 fold change), Actinobacteria (4,43 fold change) und einen
niedrigeren Anteil an Bacteroidota (0,74 fold change), Proteobacteria (0,21 fold change) und
Fusobacteria (0,13 fold change) im Gegensatz zu der Lymphoma-Gruppe auf. Die
Veranderungen des Mikrobioms in der Lymphoma-Gruppe haben negative Auswirkungen auf
den Schleimhautschutz und die Aufrechterhaltung der natirlichen Darmbarriere vor
Pathogenen. Die Anfalligkeit fir Entziindungen steigt einerseits, durch die Reduktion von
Firmicutes-assozierten Bakterien, welche zur Aufrechterhaltung der Darmhomdostase und
wichtigen Stoffwechselfunktionen des Wirts beitragen. Andererseits durch eine Reduktion der
Fusobacteria-assoziierten Spezies, die eine proinflammatorische Wirkung auf das
Tumorgewebe von Darmkrebs aufweisen. Zusatzlich haben Bacteroidota-assozierten
Bakterien Auswirkungen auf das Immunsystem, reduzieren die Antitumorantwort und kommen
vermehrt in der Lymphoma-Gruppe vor. Zusammenfassend werden in dieser Arbeit erstmals

mikrobielle Shifts im Kot von Lymphomakatzen beschrieben.
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6. Summary

The microbiome of cats contains a variety of microorganisms that adapt according to feeding,
housing conditions, age and health status. The aim of this thesis was the bioinformatic analysis
of a sample set of feces from cats suffering from lymphoma and from a healthy control group.
The bioinformatic analysis was done with the tool QIIME2. The focus of the analysis was the
elaboration of a workflow and the identification of strengths and weaknesses of the
bioinformatic tool (QIIMEZ2). For this purpose, DNA was extracted from 33 feline samples from
lymphoma cats, 10 from healthy cats) and a blank control. Subsequently, the 16S rRNA gene
was amplified and sequenced using lllumina MiSeq. Data analysis in QIIME2 showed that
11,006,277 sequences were generated and 65.31% of the sequences remained after quality
control. There were 3005 ASVs (Amplicon Sequence Variants) generated, which could be
assigned to a total of 16 phyla. The most abundant phyla were Firmicutes (47,99 %),
Bacteroidota (28,01 %), Fusobacteria (13,64 %), Proteobacteria (6,90 %), and Actinobacteria
(2,51 %). The microbiota structure of the two groups (lymphoma/healthy) showed a significant
difference (p=0.003). The cats of the healthy group had a higher content of Firmicutes (1,42-
fold change), Actinobacteria (4,43-fold change) and a lower percentage of Bacteroidota (0,74-
fold change), Proteobacteria (0,21-fold change) and Fusobacteria (0,13-fold change) in
contrast to the lymphoma group. The alterations of the microbiome in the lymphoma group has
negative effects on mucosal protection and maintenance of the intestinal barrier which is
important to fend off pathogens. The susceptibility to inflammation increases 1. due to the
reduction of Firmicutes-associated bacteria, which contribute to the maintenance of intestinal
homeostasis and important metabolic functions of the host and 2. Due to the increase of
Fusobacteria-associated species, which have a proinflammatory effect on colon cancer tumor
tissue. In addition, Bacteroidota-associated bacteria have effects on the immune system,
reduce the antitumor response and occur increasing in the lymphoma group. In summary, this

work describes microbial shifts in faeces of lymphoma cats for the first time.
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7. AbkUrzungsverzeichnis
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10. Supplement

Sample-ID Forward-absolute-filepath

Reverse-absolute-filepath

SO01L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115660_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115660_R2.trimmomatic.fastq.gz
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atic/M115664_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115664_R2.trimmomatic.fastq.gz

S06L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115665_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115665_R2.trimmomatic.fastq.gz

SO07L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115666_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115666_R2.trimmomatic.fastq.gz

S08L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115667_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115667_R2.trimmomatic.fastq.gz

S09L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115668_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115668_R2.trimmomatic.fastq.gz

S10L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115669_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115669_R2.trimmomatic.fastq.gz

S11L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115670_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115670_R2.trimmomatic.fastq.gz

S12L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115671_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115671_R2.trimmomatic.fastq.gz

S13L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115672_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115672_R2.trimmomatic.fastq.gz

S14L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115673_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115673_R2.trimmomatic.fastq.gz

S15L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115674_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115674_R2.trimmomatic.fastq.gz

S16L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115675_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115675_R2.trimmomatic.fastq.gz

S17L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115676_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115676_R2.timmomatic.fastq.gz

S18L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115677_R1.timmomatic.fastq.gz atic/M115677_R2.timmomatic.fastq.gz

S19L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115678_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115678_R2.timmomatic.fastq.gz

S20L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115679_R1.timmomatic.fastq.gz atic/M115679_R2.timmomatic.fastq.gz

S21L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115680_R1.timmomatic.fastq.gz atic/M115680 _R2.timmomatic.fastq.gz

S22L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115681_R1.timmomatic.fastq.gz atic/M115681_R2.timmomatic.fastq.gz

S23L /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115682_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115682_R2.timmomatic.fastq.gz

S24H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115683_R1.timmomatic.fastq.gz atic/M115683_R2.timmomatic.fastq.gz

S25H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115684_R1.timmomatic.fastq.gz atic/M115684_R2.timmomatic.fastq.gz

S26H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115685_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115685_R2.timmomatic.fastq.gz

S27H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115686_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115686_R2.timmomatic.fastq.gz

S28H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115687_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115687_R2.trimmomatic.fastq.gz

S29H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115688 R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115688 R2.trimmomatic.fastq.gz

S30H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115689_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115689_R2.timmomatic.fastq.gz

S31H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115690_R1.trimmomatic.fastqg.gz atic/M115690_R2.trimmomatic.fastq.gz

S32H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115691_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115691_R2.trimmomatic.fastq.gz

S33H /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom
atic/M115692_R1.trimmomatic.fastq.gz atic/M115692_R2.trimmomatic.fastq.gz

S34LK /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/timmom /Daten2/Peffi/Cat_Lymphoma/QIIME2_conda/trimmom

atic/M115693 _R1.trimmomatic.fastq.gz

atic/M115693 R2.trimmomatic.fastq.gz

Supplement Tab. 2 Manifestfile, bestehend aus Proben-ID und Dateipfad zu den Vorwérts- und
Riickwértssequenzen
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Sequence

Sample-ID count

S21L 945195
S20L 404528
S17L 396874
S28H 395669
S25H 391139
S18L 390200
S24H 389522
S01L 387946
S13L 381422
S26H 373976
S29H 370525
S04L 362933
S16L 346310
S06L 341926
S12L 340012
S08L 324987
S33H 322910
S32H 305343
S14L 297908
S27H 292135
S07L 290639
S15L 290186
S11L 276551
S23L 267619
S22L 264631
S30H 246687
S19L 235823
S03L 233320
S31H 227929
S05L 226643
S02L 216970
S10L 215688
S09L 200625
S34LK 51506

Durchsschnitt 323714

Supplement Tab. 3 Ubersicht tiber den Probennamen (L= Lymphome und H= Healthy/Gesund), die Anzahl der
Sequenzen pro Probe und den Mittelwert der Sequenzen pro Probe
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10 -

M
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Number of sequences

Supplement Abb. 1 Graphische Ubersicht iiber die Anzahl der Sequenzen pro Probe
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Sample-ID Barcode- Sample Type Gruppe Behandlung
Sequence

q2:types categorical categorical categorical categorical

SO01L Sample Lymphoma no

S02L Sample Lymphoma no

S03L Sample Lymphoma treated

S04L Sample Lymphoma no

S05L Sample Lymphoma no

S06L Sample Lymphoma no

SO7L Sample Lymphoma blood

S08L Sample Lymphoma no

S09L Sample Lymphoma no

S10L Sample Lymphoma no

S11L Sample Lymphoma no

S12L Sample Lymphoma no

S13L Sample Lymphoma no

S14L Sample Lymphoma treated

S15L Sample Lymphoma treated

S16L Sample Lymphoma no

S17L Sample Lymphoma no

S18L Sample Lymphoma no

S19L Sample Lymphoma no

S20L Sample Lymphoma no

S21L Sample Lymphoma no

S221L Sample Lymphoma no

S23L Sample Lymphoma no

S24H Sample Healthy no_healthy

S25H Sample Healthy no_healthy

S26H Sample Healthy no_healthy

S27H Sample Healthy no_healthy

S28H Sample Healthy no_healthy

S29H Sample Healthy no_healthy

S30H Sample Healthy no_healthy

S31H Sample Healthy no_healthy

S32H Sample Healthy no_healthy

S33H Sample Healthy no_healthy

S34LK LK LK

Supplement Tab. 4 Metadatenfile, bestehend aus Proben-ID, Barcode-Sequence, Sample Type, Gruppe und
Behandlung.
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Sample-ID Rohsequenzen Gefilterte Gefilterte Kontrollierte Kontrollierte
Sequenzen So/e;auenzen Sequenzen Sequenzen (%)
S01L 387946 152294 = 39,26% 235652 60,74%
S02L 216970 57583 26,54% 159387 73,46%
S03L 233320 76724 32,88% 156596 67,12%
S04L 362933 141529 39,00% 221404 61,00%
S05L 226643 72353 31,92% 154290 68,08%
S06L 341926 123493 36,12% 218433 63,88%
S07L 290639 101957 35,08% 188682 64,92%
S08L 324987 115580 35,56% 209407 64,44%
S09L 200625 63819 31,81% 136806 68,19%
S10L 215688 83426 38,68% 132262 61,32%
S11L 276551 73819 26,69% 202732 73,31%
S12L 340012 121193 35,64% 218819 64,36%
S13L 381422 123924 32,49% 257498 67,51%
S14L 297908 99470 33,39% 198438 66,61%
S15L 290186 97661 33,65% 192525 66,35%
S16L 346310 104007 30,03% 242303 69,97%
S17L 396874 147020 37,04% 249854 62,96%
S18L 390200 135448 34,71% 254752 65,29%
S19L 235823 71350 30,26% 164473 69,74%
S20L 404528 142444 35,21% 262084 64,79%
S21L 945195 321721 34,04% 623474 65,96%
S22L 264631 76342 28,85% 188289 71,15%
S23L 267619 70089 26,19% 197530 73,81%
S24H 389522 157938 40,55% 231584 59,45%
S25H 391139 140292 35,87% 250847 64,13%
S26H 373976 137145 36,67% 236831 63,33%
S27H 292135 117365 40,17% 174770 59,83%
S28H 395669 153137 38,70% 242532 61,30%
S29H 370525 159155 42,95% 211370 57,05%
S30H 246687 98285 39,84% 148402 60,16%
S31H 227929 91648 40,21% 136281 59,79%
S32H 305343 117454 38,47% 187889 61,53%
S33H 322910 127292 39,42% 195618 60,58%
S34LK 51506 11047 21,45% 40459 78,55%
Summe: 11006277 3884004 34,69% 7122273 65,31%

Supplement Tab. 5 Zusammenfassung der Sequenzanalyse von Roh- und qualitédtskontrollierten Sequenzen
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Gesamt Gesund Lymphoma

Firmicutes (47,99 %) Firmicutes (60,44 %) Firmicutes (42,57 %)
Bacteroidota (28,01 %) Bacteroidota (22,41 %) Bacteroidota (30,44 %)
Fusobacteria (10,45 %) Fusobacteria (1,85 %) Fusobacteria (14,19 %)
Proteobacteria (6,90 %) Proteobacteria (1,89 %) Proteobacteria (9,08 %)
Actinobacteria (5,69 %) Actinobacteria (12,36 %) Actinobacteria (2,79 %)
SUMME: 99,04 % SUMME: 98,94 % SUMME: 99,08 %

Supplement Tab. 6 Die fiinf dominanten Phyla im gesamten Probensatz mit der jeweiligen Summe und der
direkte Vergleich von den Phyla der Lymphoma Gruppe und den der gesunden Gruppe.

Genus Gesamt Gesund Lymphoma
Bacteroidaceae 17,97% 12,75% 20,24%
Peptostreptococcaceae 14,99% 17,00% 14,11%
Lachnospiraceae 11,42% 17,51% 8,78%
Fusobacteriaceae 10,44% 1,85% 14,17%
Ruminococcaceae 6,60% 9,75% 5,22%
Coriobacteriaceae 4,78% 10,15% 2,45%
Prevotellaceae 4,77% 5,13% 4,61%
Clostridiaceae 1 4,64% 2,97% 5,36%
Burkholderiaceae 3,61% 0,91% 4,78%
Veillonellaceae 2,45% 3,86% 1,84%
Enterobacteriaceae 2,41% 0,40% 3,29%
Erysipelotrichaceae 2,41% 4,40% 1,55%
Tannerellaceae 2,12% 2,91% 1,78%
Streptococcaceae 1,84% 0,58% 2,39%
Marinifilaceae 1,27% 0,25% 1,71%
Rikenellaceae 1,01% 0,80% 1,10%
Enterococcaceae 0,96% 0,13% 1,32%
Family Xl 0,92% 1,19% 0,80%
Peptococcaceae 0,83% 1,90% 0,36%
Acidaminococcaceae 0,70% 0,88% 0,62%
Desulfovibrionaceae 0,49% 0,44% 0,51%
Barnesiellaceae 0,45% 0,32% 0,51%
Bifidobacteriaceae 0,42% 1,27% 0,05%
Helicobacteraceae 0,35% 0,92% 0,11%

Supplement Tab. 7 Die 24 héufigsten Familien des Probensatzes und deren Haufigkeit insgesamt, in der
Lymphoma Gruppe und in der gesunden Gruppe
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ASV-
ID Feature-ID Dominum Phylum Classis Ordo Familia Genus Spezies
d059cfeb6634be17f D_6__uncultured
1 15a2238135743a8e D _0_ Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Peptostreptococcaceae D 5 Peptoclostridium bacterium
47959156085c7e6b D 6_ gut
2 7bdb022c16c749f5 D 0 Bacteria D 1 Fusobacteria D 2 Fusobacteriia D 3 Fusobacteriales D 4 Fusobacteriaceae D 5 Fusobacterium metagenome
€2985ddaea1c8994
3 4d7081554b1b0ef1 D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Clostridiaceae 1 D 5 Clostridium sensu stricto 1
0f2f963e24b81d523
4 800c9664cb8fc21 D _0__ Bacteria D_1__ Bacteroidota D_2_Bacteroidia D_3_Bacteroidales D_4 Bacteroidaceae D_5_Bacteroides
8cbd6dabb13df664
5 86da45568f260de6 D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D_4_ Peptostreptococcaceae  D_5__ Paeniclostridium
562f8e5fe4e773855
6 042ddd638cdcf26 D 0 _Bacteria D 1 Bacteroidota D_2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides
D_6__Bacteroides
€9f922b0323f3833e stercoris ATCC
7 f6e7dae13f71d54 D _0__ Bacteria D _1__ Bacteroidota D_2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D_4 Bacteroidaceae D _5 Bacteroides 43183
a498e9b5a610147b
8 50de9176cee83849 D _0_ Bacteria D_1__ Actinobacteria D_2__Coriobacteriia D_3 Coriobacteriales D_4_ Coriobacteriaceae D _5 Collinsella
5397cf19dbe23d4b
9 7ea55e91901f6899 D 0_ Bacteria D 1 Proteobacteria D 2 Gammaproteobacteria D _3 Enterobacteriales D 4 Enterobacteriaceae D 5 Escherichia-Shigella
e18b13c0a48737c7
10 e739e1f881c2c4b2 D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides
ba42c01bc3eb8753
11 07a7339eb249d9ca D 0_ Bacteria D_1_ Fusobacteria D 2 Fusobacteriia D 3 Fusobacteriales D_4 Fusobacteriaceae D 5 Fusobacterium
10a52f96ba29%e1ee
12 2c6893459e56a7b2 D _0__ Bacteria D_1__ Bacteroidota D_2_Bacteroidia D_3_Bacteroidales D_4 Bacteroidaceae D_5_Bacteroides
4a32ec31f4235714 D_6__Parabacteroide
13 4d7cf0ab6956aeab5 D_0_ Bacteria D _1__ Bacteroidota D_2__Bacteroidia D_3_Bacteroidales D 4 Tannerellaceae D_5 Parabacteroides s merdae
848eca9cd5555¢c4e D_6__ Collinsella
14 df12439ecf66475f D _0__ Bacteria D_1__ Actinobacteria D_2__Coriobacteriia D_3 Coriobacteriales D_4_ Coriobacteriaceae D _5 Collinsella tanakaei YIT 12063
9c878416a5d9ff309
15 ee397443f60005b D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Bacilli D 3 Lactobacillales D 4 Streptococcaceae D 5 Streptococcus
6ace990f3b5cd614
16 4c0d537a32b59898 D 0 Bacteria D _1_ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Peptostreptococcaceae D 5 Peptostreptococcus
17a7a5de2b84fd51 D_3__ Betaproteobacteriale D_6__uncultured
17 1f678eefob283548 D 0 Bacteria D_1_ Proteobacteria D 2 Gammaproteobacteria s D_4 Burkholderiaceae D 5 Sutterella bacterium
2605da6501fc62aa
18 ec0572060a1e32f2 D _0__ Bacteria D_1__ Proteobacteria D_2__Gammaproteobacteria D_3 Pseudomonadales D_4 Pseudomonadaceae D_5 Pseudomonas
9cb0009ac96b0463
19 ed88ee12266ed80b D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D_2__ Erysipelotrichia D_3_Erysipelotrichales D_4_ Erysipelotrichaceae D _5 Holdemanella
651c539c68bd57db
20 947e0bd8376729da D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae D 5 Blautia
b8a055ec492259c4
21 1ac7bc32982025ef D 0 Bacteria D_1_ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Ruminococcaceae D_5__ Negativibacillus
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cfa10b18df13dbab9 D_5_Ruminococcaceae UCG- D_6__uncultured
22 a47bb7cffffa655 D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D_4 Ruminococcaceae 013 bacterium
3419864bcd1badffc D_3__ Betaproteobacteriale D_6__uncultured
23 7333345c5259c81 D _0__ Bacteria D_1__ Proteobacteria D_2__Gammaproteobacteria s D_4 Burkholderiaceae D 5 Sutterella bacterium
6ce6756e4431b100
24 51deb413c588ee68 D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2__ Clostridia D_3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae D_5 Blautia
c6f94183db3eccee D_3__ Betaproteobacteriale D_6_ gut
25 2f929618d63142c4 D 0 Bacteria D 1 Proteobacteria D 2 Gammaproteobacteria s D 4 Burkholderiaceae D 5 Parasutterella metagenome
3cf8653b4ea2feb00
26 7ec583dddc082f4 D _0_ Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides
8dff08e5ca4689082
27 5448c7622d8288a D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae
54d8ed8275f89df38
28 f123e98310d1ac3 D_0__ Bacteria D _1__ Fusobacteria D_2 Fusobacteriia D 3 Fusobacteriales D_4 Fusobacteriaceae D_5_ Fusobacterium
dec18fb177e0b0d0
29 aaf24e416374e8bf D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D_2_ Bacilli D_3 Lactobacillales D_4 Enterococcaceae D 5 Enterococcus
b0d94dbbde5bee68 D_6__uncultured
30 3dbdae3836438c62 D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D_2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Marinifilaceae D 5 Odoribacter bacterium
4c32ac1bbc24f5fb6
31 f380869955b43af D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Rikenellaceae D 5 Alistipes
6cdedf031fe142306
32 f65ed664b73e085 D _0_ Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides
081d30dbfba5bc7e D_5__ [Eubacterium] brachy D_6__uncultured
33 48cae0750218a9ce D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Family XIlI group bacterium
f6540507f6678f6dfe
34 995252fcd55247 D_0__ Bacteria D _1__ Bacteroidota D_2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Prevotellaceae D 5 Alloprevotella
eacb342ef5c436d7f
35 fc783492911fec D_0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D _4 Lachnospiraceae D_5 Blautia
15b294fde907740e
36 76bce0df267bdcab D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D_2 Negativicutes D 3 Selenomonadales D 4 Acidaminococcaceae D 5 Phascolarctobacterium
0326c90f8184dbaa
37 cf8cbbed95bb6a49 D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D_4 Prevotellaceae D 5 Prevotella9
875a772e09e60ae4 D_6__uncultured
38 f0a157eedaaa8699 D 0 Bacteria D _1_ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Peptococcaceae D 5 Peptococcus bacterium
e416dbe5c5986529
39 2a9e2d2858872905 D_0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D_2 Negativicutes D_3__Selenomonadales D_4 Veillonellaceae D 5 Megasphaera
bc28ef338ab1fd58c
40 266355a65b31b1b  D_0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D_4 Lachnospiraceae D_5 Blautia
al12eebe02d259cc7
41 0bcf3367feb7663f D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Ruminococcaceae D 5 Faecalibacterium
8fec5cd6de304ce3
42 26d10cfb05e75¢c94 D 0 Bacteria D 1 Actinobacteria D 2 Coriobacteriia D 3 Coriobacteriales D 4 Coriobacteriaceae D 5 Collinsella
40df354e940d0754 D_6__uncultured
43 37097e7caf4fddbb D 0 Bacteria D _1_ Firmicutes D_2_Negativicutes D 3 Selenomonadales D 4 Veillonellaceae D_5_ Megamonas bacterium
D_6__Bacteroides
f8236729695fbe393 massiliensis B84634
44 f54e896b20bdbe0 D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides = Timone 84634 =
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DSM 17679 = JCM
13223

a4ed5f147748e0f5a
45 be111eda38eb264 D_0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D_2_ Bacilli D_3 Lactobacillales D 4  Streptococcaceae D_5 _Streptococcus
4b75e344fb64e733
46 118250199fe8b285 D _0__Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D_4 Lachnospiraceae
50edfa82ed1a59b3
47 7416143f08751b7a D 0 Bacteria D 1 Proteobacteria D 2 Alphaproteobacteria D 3 Rickettsiales D 4 Anaplasmataceae D 5 Wolbachia
20945b5bae49c952
48 529af09bf4139aee D 0 Bacteria D _1_ Firmicutes D_2__ Erysipelotrichia D_3__Erysipelotrichales D_4 Erysipelotrichaceae D 5 Catenibacterium
5c49ee50a755f26¢
49 3b6c83be787d4268 D 0 Bacteria D_1_ Proteobacteria D 2 Gammaproteobacteria D 3 Enterobacteriales D 4 Enterobacteriaceae D _5 Escherichia-Shigella
5c1450274bf34e1a
50 a04e478e2b708464 D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D_4 Lachnospiraceae D_5 [Ruminococcus] torques group
fc12394b7398533a D_5_Ruminococcaceae UCG-
51 e13cc3109f81443d D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D_2_ Clostridia D_3 Clostridiales D_4 Ruminococcaceae 005
fe2a923646e26a4d
52 e42be44924f47313 D _0__ Bacteria D 1 Bacteroidota D_2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides
c962eefdb7a747f2f
53 a89aebd9933711c D 0_ Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Prevotellaceae D 5 Prevotella9
3475f9cf6d2fedf13b
54 €239ad22073886 D _0_ Bacteria D_1_ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Peptostreptococcaceae D 5 Clostridioides
€c9963c8ad583ab6e D_6__Megasphaera
55 1dc4e4cb59d21d25 D_0_ Bacteria D _1__ Firmicutes D_2 Negativicutes D_3__Selenomonadales D_4 Veillonellaceae D 5 Megasphaera elsdenii
fff8d4c13e9eab00d
56 9916594d8cc86b7 D _0__ Bacteria D _1__ Bacteroidota D_2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Prevotellaceae D 5 Prevotella9
710a48984abcd524 D_6__uncultured
57 a92136313ecf1e42 D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D_4 Ruminococcaceae D_5 Negativibacillus bacterium
9aecd9299b9d0eae
58 9d6d64766bebeab1 D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae D 5 Blautia
D_6__Lachnospirace
273a8add2b7469d7 ae bacterium
59 bfeab5fc1a4692e9 D _0_ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D _4 Lachnospiraceae D_5_Lachnoclostridium 2_1 _46FAA
D_6__Bacteroides
massiliensis B84634
= Timone 84634 =
6fa3d5a942b6b79f7 DSM 17679 = JCM
60 cdddf244f685389 D_0__ Bacteria D_1__ Bacteroidota D_2_Bacteroidia D_3__Bacteroidales D_4 Bacteroidaceae D_5_Bacteroides 13223
0b38e58cd6164ace
61 59b5781e4085d2be D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D_4_Ruminococcaceae D_5_Fournierella
abbe46051e219793
62 340870f1cc8f8ea7 D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides
601bd0d8d2edb3e8 D_1__ Epsilonbacterae
63 fc7de94e9454e23a D 0 Bacteria ota D 2 Campylobacteria D 3 Campylobacterales D 4 Helicobacteraceae D 5 Helicobacter
35d64d33280398d4 D_6__uncultured
64 870007ceb6b9af36 D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D_2 Negativicutes D 3 Selenomonadales D 4 Veillonellaceae D_5_ Megamonas organism
90c4742babba926e
65 00ffec3690effeaa D_0__ Bacteria D _1__ Bacteroidota D_2_ Bacteroidia D_3__Bacteroidales D_4 Prevotellaceae D 5 Prevotella9
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383109f17f4bc06c3
66 2a02adf1e62c130 D _0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D_4 Lachnospiraceae D 5 Blautia
1175f6e5cd8bd6fd2 D 6_ gut
67 45874b741a8706b D_0__ Bacteria D _1__ Tenericutes D_2__ Mollicutes D_3_Anaeroplasmatales D _4 Anaeroplasmataceae D_5_Anaeroplasma metagenome
e38ea3aa742603a9
68 c681e9c8ccb4d497 D _0_ Bacteria D _1__ Firmicutes D _2_ Clostridia D_3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae D_5 Blautia
a46701ffeb5dabadc
69 ea3b03c7c92004c D 0 Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D 4 Prevotellaceae D 5 Prevotella9
0a706046ee1e387c
70 fd4fca65d77ccfOf D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae D 5 Blautia
5bcfb9e80dbf8d605
71 565de1b3b995a55 D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae D_5_[Ruminococcus] torques group
55f7278323534ee9
72 8161daad01bae541 D_0__ Bacteria D _1__ Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D_4 Lachnospiraceae D 5 Blautia
224ce5303a4d3a67
73 d1bcefc3aec53fac D _0__ Bacteria D_1__ Fusobacteria D_2__Fusobacteriia D_3 _Fusobacteriales D_4_ Fusobacteriaceae D_5__ Fusobacterium
d4c59d12129cc0al
74 a9ec27ad97d9a6c6 D 0 Bacteria D 1 Firmicutes D 2 Clostridia D 3 Clostridiales D 4 Lachnospiraceae
4e38b9191da004ae
75 6ff37a0df967440e D 0_ Bacteria D 1 Actinobacteria D 2 Coriobacteriia D 3 Coriobacteriales D 4 Coriobacteriaceae D 5 Collinsella
8c881dfbOba5d4bb D _6_ gut
76 c64fca1427bee95b D 0 Bacteria D_1_ Proteobacteria D 2 Deltaproteobacteria D 3 Desulfovibrionales D 4 Desulfovibrionaceae D 5 Desulfovibrio metagenome
0d96aeeec02003e0 D_6__Bacteroides
77 dd18739836e392e6 D _0__ Bacteria D _1__ Bacteroidota D_2_Bacteroidia D_3__Bacteroidales D_4 Bacteroidaceae D_5_Bacteroides pyogenes F0041
11e1d53e750c9304
78 ac54alace36e1817 D _0__ Bacteria D _1__ Proteobacteria D 2 Gammaproteobacteria D_3 Enterobacteriales D_4 Enterobacteriaceae D 5 Serratia
D_6__Bacteroides
c7a7a3071f89b194 stercoris ATCC
79 7f7a7c8ff8a72c7f D _0_Bacteria D 1 Bacteroidota D 2 Bacteroidia D 3 Bacteroidales D _4 Bacteroidaceae D 5 Bacteroides 43183
2da9146e7091662b
80 98533fffc136a9a0 D _0__ Bacteria D _1__ Actinobacteria D_2__Actinobacteria D_3__Bifidobacteriales D_4 Bifidobacteriaceae D _5_ Bifidobacterium

Supplement Tab. 8 Die 80 haufigsten ASVs des gesamten Probensatzes, sortiert nach absteigender Haufigkeit, mit Feature-ID und Taxonomie von Domé&ne (D_0) bis Spezies

(D_6)
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