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1. Einleitung und Fragestellung

1.1. Definitionen

Zum besseren Verstandnis dieser Arbeit sollen zu Beginn relevante und haufig ver-
wandte Begriffe der Mikrobiomforschung definiert werden. Diese wurden zunachst
vorwiegend fiir 6kologische Fragestellungen entwickelt und kennzeichnen vorwie-
gend Parameter der Zusammensetzung und Vielfalt mikrobiologischer Taxa in un-
terschiedlichen Habitaten[1]. Hieraus ergibt sich eine Akzentverschiebung gegen-
Uber der herkdbmmlichen, klinisch gepragten Mikrobiologie, der es seit Ende des 19.
Jahrhunderts vor allem um die Identifikation einzelner Pathogene zur Aufklarung
der Atiologie der groRen Seuchen wie Tuberkulose, Milzbrand und Cholera ging.
Hieraus resultierten die klassischen Koch schen Postulate, die die Bedeutung des
verursachenden Erregers betonten[2-4], im Rahmen der aktuellen Mikrobiomfor-
schung aber nur noch eingeschrankt verwendbar sind. Es gibt inzwischen deutliche
Hinweise daflr, dass auch bei respiratorischen Infektionen neben einem bisher als
,potentiell pathogen® definierten Erreger wie Hamophilus influenzae die gesamte

~physiologische® Standortflora den Infektionsverlauf mafRRgeblich mitbestimmt[5-7].

1.1.1. Mikrobiom

Das Mikrobiom beschreibt die Gesamtheit aller mikrobiellen DNA im menschlichen
Organismus, wahrenddessen der Begriff Mikrobiota als die Gesamtheit der den
Menschen besiedelnden Mikroorganismen wie z.B.: Bakterien, Viren und Pilze de-
finiert ist. Beides wird in der medizinischen und naturwissenschaftlichen Fachlitera-
tur haufig synonym verwendet[8]. Der Begriff Mikrobiom wurde durch den US-Mo-
lekularbiologen Joshua Lederberg gepragt. Er postulierte, dass die Mikroflora den
Menschen malRgeblich beeinflussen und bei der Entstehung von Gesundheit und

Krankheit eine entscheidende Rolle spielen konne[9].

1.1.2. Diversitat

Die Diversitat beschreibt den Artenreichtum in einem bestimmten Lebensraum. Man
unterscheidet nach Whittaker Alpha-, Beta-, Gamma-, Delta- und Epsilon-Diversi-
tat[1].



Die a-Diversitat, oder auch Punktdiversitat, gibt die lokale Artenvielfallt (z. B. in einer
Probe) wieder. Sie lasst sich anhand von Diversitatsindices nach Shannon-Wiener
(Shannon-Index) oder Simpson berechnen.

Der Shannon-Index gibt das Verhéltnis der Individuenzahl einer Art zur Summe aller
Individuen in einem lokalen Okosystem wieder [10, 11].

Die B-Diversitat dient als MessgroRe um lokale und regionale Effekte zu differenzie-
ren. Die B-Diversitat wird beim Vergleich von Proben unterschiedlicher Lebens-
raume umso grof3er, je weniger Arten diese Lebensraume gemeinsam haben. Bei
identischer Artenvielfalt wird die B-Diversitat minimal. Das Mafd der (B-Diversitat

lasst sich mit dem Bray-Curtis Dissimilaritats-Index messen[11].

1.1.3. Evenness

Die Evenness beschreibt das Gleichheits- bzw. Ungleichheitsmald der Artenvertei-
lung innerhalb einer Probe und lasst sich aus dem Shannon-Index berechnen. Der
Wert fir die Evenness kann dabei zwischen 0 (vollige Ungleichverteilung der Indi-

viduen auf die einzelne Art) und 1 (véllige Gleichverteilung) liegen[10].

1.1.4. Richness
Die Richness gibt die Anzahl der Arten innerhalb einer Probe an. Sie ist eine einfa-

che Zahlung und lasst relative oder absolute Abundanzen auf3er Acht.

1.1.5. Abundanz

Die Abundanz beschreibt das Vorkommen einzelner Taxa innerhalb eines definier-
ten Raumes[12]. Der Begriff wird synonym fur Haufigkeit verwendet. In dieser Arbeit
halten wir uns an relative Abundanzen. Sie beschreiben die relative Haufigkeit eines

Taxons in einer Probe in Bezug auf alle in der Probe gefundenen Taxa.

1.1.6. Dominanz

Spezies, die im Vergleich zu anderen Spezies eine hohe Abundanz in einem um-
schriebenen Habitat aufweisen und proportionale Auswirkungen auf die Umweltbe-
dingungen, die Diversitat und/oder die Okosystemfunktionen haben[13].



1.1.7. Core Taxa

Ein Core Taxon ist ein Taxon, welches sich in der Glberwiegenden Zahl aller Proben
mit einer relativen Haufigkeit von tber 1% findet.

In der Literatur lassen sich unterschiedlich stringente Definitionen eines Core-Ta-
xons finden. Diese reichen ab einem Vorkommen in 50-75%[14] der Proben bis hin
zu 90%[15].

1.1.8. Dyshiose

Veréanderung einer ,physiologischen® Standortflora (Eubiose) zugunsten eines oder
mehrerer sich ausbreitender, potentiell pathogener Erreger. Eine Dysbiose geht mit
abnehmender Diversitéat einher und wird in klinischen Studien haufig mit akuten
Krankheitsexazerbationen oder fortgeschrittenen Grunderkrankungen assozi-
lert[16-18].

1.1.9. Read
In der Sequenzierung (hier lllumina®-Sequenzierung) gelesenes RNA-Fragment

(read), welches einem Referenzgenom zugeordnet werden kann.

1.1.10. OTU (Operational taxonomic unit)

OTUs dienen der Gruppierung von DNA-, bzw. RNA-Sequenzen anhand von
Markergenen, welche mithilfe von Next-Generation-Sequencing Methoden (NGS)
gewonnen werden[19]. Anhand der Ahnlichkeit der Markergene werden die Se-
guenzen zu OTUs zusammengefasst. Es handelt sich um eine Clusteringmethode.
OTU lassen sich anhand von phylogenetischen Datenbanken nach taxonomischen
Leveln wie z.B. Stamme, Genera oder Species einteilen. Da es sich bei der OTU
um ein DNA-, bzw. RNA Fragment und nicht um z.B. eine komplette Sequenz eines
Bakteriums handelt, erfolgt die Klassifizierung immer mit einer gewissen Wahr-

scheinlichkeit.



1.2. Historie des Next-Generation-Sequencing

1.2.1. Von den Anfangen der DNA/RNA basierten Nachweismethoden zur drit-
ten Generation der Next-Generation-Sequencing-Methoden

Einer der Vorreiter der DNA und RNA basierten mikrobiellen Nachweismethoden
war Frederick Sanger (1918-2013). Er entwickelte im Jahre 1975 die Methode zur
Sequenzierung von Nukleinsauren (Didesoxymethode nach Sanger)[20]. Im Jahr
1983 gelang Kary Mullis (geb. 1944) mit der Polymerase-Kettenreaktion, einer Me-
thode zur Vervielfaltigung von DNA in vitro[21], der néchste Meilenstein. Durch
diese Verfahren war es moglich den bakteriellen Nachweis von vorab schwer oder
nicht kultivierbaren Bakterien zu fihren. Beide Methoden etablierten sich bis heute
in der Forschung bzw. dem klinischen Erregernachweis. Als Grundlage fur die Ent-
wicklung der High-Output Sequenzierungen waren beide Methoden elementar wich-
tig.

Dauerte die vollstdndige Entschliisselung des menschlichen Genoms zu Beginn
des Humanen Genom Projektes (HGP), als Vorganger des Humanen Mikrobiom
Projektes (HMP), noch unter Mithilfe von hunderten internationalen Laboren meh-
rere Jahre und verschlang in etwa 3 Milliarden US-Dollar, kann das komplette
menschliche Genom inzwischen von einem einzigen Labor in nur wenigen Tagen
sequenziert werden. Grundlage dieser rasanten Entwicklung sind Next-Generation-
Sequencing-Methoden (NGS), auch High-output-Sequenzierungen genannt[22,
23].

Die Ergebnisse der Sequenzierung werden in einer aufwendigen, rechenintensiven
Datenverarbeitung aufbereitet. Arbeitet man mit mikrobiologischer rRNA, lassen sie
sich mit phylogenetischen Datenbanken (z.B. Greengenes, Ribosomal Database
(RDP)-Datenbank von Silva) abgleichen.

In der inzwischen 3. Generation kénnen 16S-rRNA Fragmente in voller Lange se-
quenziert werden. Dies ermdglicht eine grof3ere Sequenziertiefe bis hin zu den Spe-
zies und Subspezieslevel, sowie Aussagen Uber funktionelle Aspekte der einzelnen
Taxa, wie z.B. Antibiotikaresistenzen[24]. Weiterhin werden neben bakterieller
rRNA auch virale, eukaryote und Bestandteile aus Archaeen mit jeweiliger Stoff-
wechselleistung detektiert. Somit konnen funktionale Analysen tber alle Doméanen
durchgefuhrt werden, wodurch weniger Pathogene unentdeckt bleiben[25-27].

Diese sogenannte Shotgun Metagenom Sequenzierung lasst auf vielversprechende



Erkenntnisse mit Implementierung in den klinischen Alltag in den nachsten Jahren
hoffen.

Bei allen Mdglichkeiten der NGS-Methoden fallen Kontaminationen gerade bei Pro-
ben mit geringer DNA-Menge, wie sie besonders in der Lunge zu finden sind, starker
ins Gewicht. Daher sollten die Ergebnisse stets mit der Frage nach Kontamination
kritisch Uberpruft werden. Ein Leitfaden zum Umgang mit unvermeidlichen Konta-

minationen findet sich bei Eisenhofer et al.[28].

1.2.2. Das Human Microbiom Project (HMP)

Im Jahr 2008 wurde das Human Microbiom Project vom US-amerikanischen Natio-
nal Institute of Health (NIH) ins Leben gerufen. Ziel des Projektes war die Erfassung
des mikrobiellen Genoms in verschiedenen Koérperarealen am Menschen. Unter-
sucht wurden folgende Punkte:

1. Vorteile von neuen Sequenzierungsmethoden fir die Charakterisierung des hu-
manen Mikrobioms.

2. Feststellung von Assoziationen zwischen Veranderungen im Mikrobiom bei Ge-
sundheit und Krankheit.

3. Einfihrung von standardisierten Datenséatzen und technologischen Neuerungen
zur Nutzung durch die wissenschaftliche Gemeinschaft[29].

Von insgesamt 242 gesunden Erwachsenen wurde das Mikrobiom aus dem Darm,
der Vagina, der Haut und dem Mund untersucht. Die Probenentnahme erfolgte da-
bei aus 15 Korperregionen bei Mannern bzw. 18 bei den Frauen. 131 der Proban-
den wurden zu einem spateren Zeitpunkt nochmals untersucht.

Bei der Auswertung der Ergebnisse zeigten sich sowohl intra- als auch interindivi-
duelle Unterschiede. Es wurde eine grofl3e interindividuelle Variabilitat der mikrobiel-
len Zusammensetzung festgestellt. Zwischen den einzelnen Kérperregionen unter-
schied sich die Anzahl und Haufigkeit der OTU deutlich voneinander[30].

Zum Zeitpunkt der Publikation umfasste der Datensatz 5177 mikrobielle taxonomi-
sche Profile von 16S rRNA Genen und Uber 3,5 Terabyte von metagenomischen
Sequenzen. Parallel wurden tGber 800 humane Referenzgenome sequenziert. Ziel
war es eine Referenzdatenbank mit 3000 isolierten mikrobiellen Genomsequenzen
zu generieren[31, 32].

Das Human Microbiom Project schuf somit die Grundlage fur weitere Erforschung

des Mikrobioms.



1.3. Bisherige Forschungsergebnisse

An Grenzregionen des Koérpers wie Haut, Schleimhauten wie der Vagina, der Mund-
hohle oder auch dem Darmmikrobiom gibt es zunehmend Hinweise darauf, dass
eine Veranderung der mikrobiellen Zusammensetzung pathogene Effekte auf den
menschlichen Korper haben und somit eine Rolle bei der Entstehung von Krankhei-
ten spielen kann. Gleichzeitig wirkt eine ausgeglichene Standortflora protektiv auf
den Organismus und verhindert Erkrankungen.

An der Haut gelten die zu den Pilzen gehdrigen Malassezia Spezies zur normalen
Hautflora und wirken protektiv. Bei der seborrhoischen Dermatitis kommt es zu einer
Reduktion dieser Spezies[33], wahrend eine Uberwucherung mit Malassezia furfur

zu einer Pityriasis versicolor fihren kann.

Der Darm ist, bezogen auf das Mikrobiom, die meist betrachtete Region des
menschlichen Kérpers. Schon vor Zeiten der NGS-Methoden war bekannt, dass der
Darm bis zu 1000 Spezies beherbergt. In einer Arbeit von Frank et al. aus dem Jahr
2007 wurden bereits zwischen 15000 und 36000 Spezies beschrieben[34]. Die
Richness nimmt von oral nach aboral zu. Das Core Mikrobiom bilden dabei Bakte-
rien der Phyla Bacteroidetes und Firmicuten.

Das adulte Darmmikrobion entwickelt sich mit dem Heranwachsen. Verschiedenste
Einflussfaktoren spielen dabei eine Rolle[35]. Mittlerweile geht man davon aus, dass
Volkskrankheiten wie Diabetes mellitus, Fettleibigkeit und das Metabolische Syn-
drom mit Veranderungen des gastrointestinalen Mikrobioms vergesellschaftet
sind[36]. Im Falle des Diabetes mellitus Typ Il konnte fir Bifidobacterien in vitro und
im Maus Modell, sowie fur Lactobacillen im Maus Modell einen direkten Einfluss
auf den Glukosestoffwechsel nachgewiesen und eine protektive Wirkung gezeigt
werden[37-39].

Bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wurde das Vorkommen einer
Dysbiose mit einer Zunahme von Proteobacterien und Bacteroidetes beschrieben,
wahrenddessen Firmicuten weniger haufig nachgewiesen werden konnten. Dieses
fuhrt zu einer vermehrten immunvermittelten lokalen Entziindungsreaktion[40].
Seit ihrer Erstbeschreibung durch Albert Sigmund Gustav Ddderlein im Jahr 1892
wurden Lactobazillen in der Vagina erforscht. Sie gelten mit ihrem Einfluss auf den
pH-Wert und die Produktion von Wasserstoffperoxyd als protektiver Faktor gegen-



Uber pathologischen Erregern[41]. Man fand heraus, dass sich das gesunde Mikro-
biom durchaus unterscheiden kann. So spielt zum Bespiel die ethnische Herkunft
eine Rolle[42]. Ahnlich zum Darmmikrobiom, fiihrt auch in der Vagina eine Ab-
nahme der mikrobiellen Diversitat mit Abnahme der Lactobazillen und Zunahme von
Anaerobiern zur erhohten Krankheitspravalenz[43]. Dieses konnte anhand der bak-
teriellen Vaginose durch PCR basierte Analysen von Vaginalabstrichen gezeigt wer-
den[44]

1.4. Das pulmonale Mikrobiom

1.4.1. Geringe Beachtung und das Problem der Probengewinnung

Uber das pulmonale Mikrobiom war lange Zeit wenig bekannt. Ursachlich dafur ist
zum einen, dass eine Untersuchung im ,Human Microbiom Projekt“ ausblieb. Pro-
ben aus dem unteren Respirationstrakt wurden nicht gewonnen[30]. Zum anderen
ging man aufgrund von Beobachtungen aus kulturabhangigen Studien davon aus,
dass die Lunge ein steriler Raum ist, der ausschlie3lich bei Infektionen oder struk-
turellen Erkrankungen der Lunge bakteriell kolonisiert oder infiziert wird[45, 46].
Quantitativ sind in der Lunge im Vergleich zum Darm erheblich weniger Bakterien
zu finden[47-49].

Im Gegensatz zu den Proben aus den Regionen des ,Human Microbiom Projekt*
(Stuhlproben, Haut-, Vaginalabstriche) ist die kontaminationsarme Gewinnung von
Material aus den unteren Atemwegen mit einem hdéheren Mal3 an Invasivitat und
technischem Aufwand verbunden. Der einfachste Weg zur Gewinnung von Material
aus den unteren Atemwegen ist das expektorierte Sputum. Es handelt sich hierbei
allerdings um ein Gemisch von Material aus oberen und unteren Atemwegen, aus
bronchialem, trachealem, nasalem und oralem Sekret. Folgerichtig findet sich eine
erhebliche Uberlappung von oralem und Sputummikrobiom[50, 51]. Dadurch ist die
Zuordnung von Probenanteilen aus den unteren Atemwegen erschwert. Hierbei ist
zu bertcksichtigen, dass die Keimzahlen im Oropharynx bei kulturellen Untersu-
chungen um mehrere Zehnerpotenzen hoéher als in den unteren Atemwegen liegen,
selbst wenn dort eine Infektion vorliegt[52, 53]. Zur gezielten, kontaminationsarmen
Probengewinnung aus den unteren Atemwegen hat sich daher die bronchoskopi-
sche Probengewinnung per bronchoalveolarer Lavage (BAL), alternativ im Einzelfall

auch als Burstenzytologie, etabliert[54].



1.4.2. Die Zusammensetzung des pulmonalen Mikrobioms beim gesunden
Menschen
Die ersten Arbeiten zum pulmonalen Mikrobiom wurden von einem Grol3teil der wis-
senschaftlichen Gemeinschaft in Frage gestellt. Die Zusammensetzung der gefun-
denen Mikroorganismen im oberen und unteren Respirationstrakt ahnelte sich in
einem solchen Ausmal3, dass eine Kontamination aus den oberen Atemwegen bei
der Probengewinnung in den unteren Atemwegen als wahrscheinlich angesehen
wurde[52]. Durch Arbeiten von Bassis et al. [55] und Segal et al.[53] gilt die Theorie
der Kontamination als weitgehend widerlegt. In beiden Arbeiten wurden 2 BAL aus
unterschiedlichen Lungenlappen ohne zwischenzeitliches Entfernen des Broncho-
skopes aus den unteren Atemwegen durchgefiihrt. Segal et al. nutzte dabei zum
Vergleich 2 Bronchoskope. Beide wurden Gber einen nasalen Zugangsweg platziert,
da dieser bei einer geringeren bakteriellen Besiedlung gegentber dem Oropharynx,
weniger Kontamination versprach[56]. Mit dem ersten Bronchoskop wurde eine sup-
raglottische Probe entnommen, mit dem Zweiten dann die beiden Proben aus un-
terschiedlichen Lungenlappen. Der Vergleich der beiden BAL Proben zeigte keinen
Unterschied in der mikrobiellen Zusammensetzung oder der bakteriellen Biomasse.
Dem gegenuber konnten Unterschiede zu den supraglottischen und oralen Proben
nachgewiesen werden. Die Autoren schlossen daraus, dass es sich bei den BAL
Proben nicht um Kontaminationen aus den oberen Atemwegen handele.
Die Lunge wird mit den oberen Atemwegen, wie Nase, Mund und Trachea zu einem
groReren Okosystem zusammengefasst, wobei die einzelnen Subsysteme durch
unterschiedliche Haupttaxa besiedelt werden. Zum oralen Core Mikrobiom zé&hlen
Prevotella, Streptococcus und Veillonella[57-59], nasal finden sich bei Erwachse-
nen vermehrt Corynebakterien, Propionibakterien als auch Staphylokokken,
manchmal auch Moraxella und Pneumokokken[60, 61].
Das pulmonale Mikrobiom unterliegt dynamischen Schwankungen. Sie werden be-
einflusst von Faktoren wie:

- Immigration (Inhalation, Mikroaspiration etc.)

- Elimination (Hustenreflex, mukozillidre Clearance etc.)

- lokale Wachstumsbedingungen (Oxygenierung, Temperatur etc.)[62, 63].
Kommen diese Faktoren aus dem Gleichgewicht, z.B. durch Unterbindung des Hus-
tenreflexes im Rahmen einer Intubation, veranderten Wachstumsbedingungen

durch strukturelle Lungenverdnderungen, Aspirationen bei Schluckstérungen oder
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unter Einfluss von Alkohol/Medikamenten, wird die Homdostase durchbrochen und
die naturliche mikrobielle Zusammensetzung verandert. Die Folge kbnnen Pneumo-
nien oder strukturelle Lungenerkrankungen sein[64].
In Arbeiten, die sich an BAL-Proben und bronchialen Burstenzytologien von Gesun-
den orientieren, finden sich am haufigsten auf Phylum-Ebene Bacteroideten, Firmi-
cuten und Proteobacterien[14, 52, 65-67]. Wird auf Ebene der Genera sequenziert,
trifft man vorwiegend Prevotellen, Veillonellen und Streptokokken an[53, 55].
Die Hauptgenera in den bisher durchgefuhrten Studien stimmen grof3tenteils Gber-
ein. Intra- wie interindividuell lassen sich in der Verteilung der Taxa jedoch Unter-
schiede nachweisen. Dickson et al. zeigten eine Abnahme der Richness mit stei-
gender Distanz vom supraglottischen Raum zur Peripherie[68]. Diese Ergebnisse
konnten von Charlson et al.[52] und Segal et al. [53] untermauert werden.
Aus solchen Beobachtungen heraus wurden verschiedene Modelle der bakteriellen
Besiedlung der Lunge entwickelt. Das bekannteste ist das ,Adapted Island Modell*
nach Dickson et al.[62, 64, 68], in Anlehnung an das 6kologische Modell ,Equilib-
rium model of island biogeography“ von MacArthur und Wilson aus dem Jahre
1963[69]. Man schlussfolgerte darin, dass die Richness auf Speziesebene ohne Se-
lektionsdruck nur durch die Immigration und das Aussterben determiniert ist.
Dickson passte dieses Modell an die Gegebenheiten der Anatomie des Respirati-
onstraktes und die mikrobielle Zusammensetzung an und postulierte, dass das Ver-
haltnis von Immigration und Elimination in der gesunden Lunge stabil ist. Ob es bei
Gesunden zu einer echten Kolonisation kommt oder ob es sich um eine transiente
Immigration mit rasch folgender Elimination handelt, bleibt bislang unklar.
Zusammenfassend lasst sich zum Mikrobiom in der gesunden Lunge folgendes sa-
gen:
- Unklar bleibt ob die Lunge von gesunden Menschen steril ist. Sie scheint
allerdings einer bakteriellen Besiedlung zu unterliegen.
- Es lassen sich mindestens 3 fuhrende Erregerphyla bzw. Genera nachwei-
sen.
- Die Zusammensetzung des pulmonalen Mikrobioms befindet sich in einem
dynamischen Gleichgewicht (Homoostase).
- Es wird beeinflusst durch Immigration, Elimination und lokale Wachstumsbe-

dingungen.



- Eine Storung dieses Gleichgewichts kann zur Ausbildung von Krankheiten

beitragen.

1.4.3. Veranderungen des ,,gesunden” pulmonalen Mikrobioms durch Risiko-
faktoren und Komorbiditaten

Da die Erkenntnis einer transienten oder permanenten Besiedlung des Respirati-
onstraktes mit Mikroorganismen Einzug in die Wissenschaft gefunden hat, stellt sich
im Folgenden die Frage, wie diese durch exogene Noxen und pulmonale Erkran-
kungen verandert werden. Ein Verstandnis dieser Vorgange ist die Voraussetzung

fur klinische Fortschritte im Hinblick auf Diagnostik und gezielte Therapieoptionen.

1.4.3.2. Auswirkungen von inhalativem Nikotinkonsum

Das Rauchen ist weltweit mit dem Genuss von Alkohol die am meisten verbreitetste
legale Droge. Der inhalative Konsum von Tabak stellt in den Industrienationen das
bedeutendste Gesundheitsrisiko und die fihrende Ursache vorzeitiger Sterblichkeit
dar. Daruber hinaus sind Erkrankungen und vorzeitige Todesfélle durch Passivrau-
chen zu bericksichtigen[70]. Rauchen gilt als gesicherter Risikofaktor fur Erkran-
kungen des Herz-Kreislaufsystems und der Lunge, wie der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) und dem Lungenemphysem, diverser Krebserkrankun-
gen, allen voran dem Lungenkarzinom[71], sowie malignen Erkrankungen der
Mundhdhle, des Kehlkopfs und der Speiserthre.

In der pulmonalen Mikrobiomforschung wird das Rauchen in der Regel im Zusam-
menhang mit den jeweiligen Grunderkrankungen wie COPD oder Krebserkrankun-
gen betrachtet (s. 1.4.3.3und 1.4.3.4.).

Mehrere Studien konnten Effekte des Rauchens auf die Architektur der Lunge und
das angeborene Immunsystem im Respirationstrakt nachweisen. So steigt bei Rau-
chern die Anzahl und Aktivitat von inflammatorischen Zellen wie Makrophagen,
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, sowie von Mastzellen[72, 73]. Die
Funktion von Makrophagen und neutrophilen Zellen wird ebenfalls gestoért[74]. Die
immunologische Antwort auf Bakterien ist beeintrachtigt. Diese wiederum begiins-
tigt Erkrankungen der Atemwege wie die COPD, die Cystische Fibrose oder das

Asthma bronchiale einhergehend mit einer erhéhten Exazerbationsfrequenz, sowie
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schlief3lich den strukturellen Umbau der Lunge mit Verlust von intaktem Lungenge-
webe und Ausbildung eines Lungenemphysems sowie eines fibrotischen Um-
baus[75, 76].

In einer der ersten Arbeiten zum pulmonalen Mikrobiom von Erb-Downward et al.
lie sich kein signifikanter Unterschied in der Zusammensetzung des Mikrobioms
zwischen Rauchern und Nichtrauchern mit normaler Lungenfunktion in den unteren
Atemwegen nachweisen[14]. Zum gleichen Ergebnis kamen Morris et al. in einer
groRer angelegten Multicenterstudie[77].

Die Frage der Veranderung der mikrobiellen Zusammensetzung von den oberen zu
den unteren Atemwegen in Abhéngigkeit von aktivem oder stattgehabtem inhalati-
vem Tabakkonsum bleibt dabei unklar. Diese Arbeit soll einen Beitrag zum Ver-

standnis dieser Veranderungen bei aktivem und terminiertem Rauchen liefern.

1.4.3.3. COPD und Lungenemphysem

Ausgehend vom Raucherstatus als wichtigstem Risikofaktor haben wir uns mit den
daraus resultierenden strukturellen Lungenerkrankungen COPD und dem Lungen-
emphysem befasst.

Die COPD ist eine haufige, weitgehend vermeidbare und behandelbare Erkrankung,
welche durch persistierende respiratorische Symptome bei vermindertem Atemfluss
charakterisiert ist. Urséachlich sind Atemwegs- und alveolare Veranderungen, die in
der Regel durch eine UbermaRige Exposition gegeniber Noxen und Gasen hervor-
gerufen werden kann[78].

Aktuell befindet sich die COPD weltweit unter den TOP 3 Erkrankungen der hau-
figsten Todesursachen. 90% der Todesfalle sind auf L&nder mit mittlerem und nied-
rigem Einkommen zurlckzufiihren[79].

Pathophysiologisch kommt es schadstoffbedingt zu einer Stérung der Zilienfunktion
und Verlust der zilientragenden Zellen. Daraus folgt eine verminderte mukoziliare
Clearance, sowie eine Hyperplasie der schleimbildenden Becherzellen mit vermehr-
ter Viskositat des Sputums. Eine Aktivierung von Makrophagen und Granulozyten
fuhrt zu einer lokal erhdhten inflammatorischen Reaktion und zu einem Ungleichge-
wicht von Proteasen und Antiproteasen mit einer Freisetzung von Sauerstoffradika-
len und einer negativen Beeinflussung des Surfactant-Systems. Das Resultat ist

eine Dyskrinie mit bakterieller, als auch viraler Besiedlung des Bronchialsystems,
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sowie eine Zerstorung der Alveolarsepten in der Lungenperipherie mit einem kon-
sekutiven Lungengertistumbau (zentrilobulares Lungenemphysem)[80].

In dieser Arbeit finden sich Patienten mit und ohne COPD in stabilen Krankheitssta-
dien.

Bisherige Arbeiten zeigen bei COPD Patienten ohne Exazerbation in fortgeschritte-
nen Krankheitsstadien eine Zunahme von Proteobacterien wie Haemophilus in-
fluenzae[81]. Gleiche Beobachtungen konnten fiir die Verschiebung von einem
stabilen zu einem exazerbierten Krankheitsverlauf gemacht werden[82, 83]. Im Ge-
gensatz zur stabilen COPD wurde in der Exazerbation Moraxella catarrhalis und
Pseudomonas aeroginosa signifikant haufiger nachgewiesen[82, 84, 85]. Die Diver-
sitat sinkt in allen Arbeiten mit zunehmendem Krankheitsstadium bzw. in der
Exazerbation[86]. Bei allen genannten Mikroorganismen in der fortgeschrittenen
oder exazerbierten COPD handelt es sich um uns aus den kulturellen Nachweisme-
thoden bekannte fakultativ pathogene Erreger. Das erscheint zunachst wenig tber-
raschend, da es zu einem uberproportionalen Wachstum in den exazerbierten
Krankheitsverlaufen kommt. Dementsprechend lassen sie sich auch in einer hohe-
ren relativen Abundanz in den NGS-Methoden nachweisen.

Diese Arbeit soll Uberprifen, in wie fern sich diese Erkenntnisse auf ein pulmonal
krankheitsstabiles Kollektiv aus Versuchspersonen mit und ohne nachgewiesener

struktureller Lungenerkrankung reproduzieren lassen.

Das im Rahmen der COPD auftretende zentrilobulare Lungenemphysem oder das
durch einen Alpha-1-Antitrypsinmangel verursachte panlobuldare Lungenemphy-
sem[87] sind in Bezug auf Veranderung der mikrobiellen Zusammensetzung der
unteren Atemwege kaum untersucht. In unserer Arbeit unterzogen sich alle Ver-
suchspersonen einem Computertomogramm des Thorax. Damit kann in dieser Ar-
beit auch eine Aussage Uber einen Zusammenhang von mikrobiellen Veranderun-
gen in den unteren Atemwegen und dem Vorliegen eines Lungenemphysems getéa-

tigt werden.
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1.4.3.4. Lungenkarzinome

Lungenkarzinome oder auch Bronchialkarzinome stellen 25 % aller bésartigen Tu-
morerkrankungen. 2016 waren sie deutschlandweit beim Mann nach dem Prosta-
takarzinom die zweithaufigste, bei der Frau nach Brustdriise und Darm die dritthau-
figste Krebserkrankung. Weltweit gesehen ist es die haufigste Krebserkrankung.
Bezuglich der krebsbedingten Todesfélle steht das Lungenkarzinom bei Mannern
an erster, bei Frauen an zweiter Stelle[88]. Hauptrisikofaktor ist das Rauchen. Lun-
genkarzinome konnen in kleinzellige und den grof3eren Anteil der nichtkleinzelligen
Karzinome unterteilt werden. Diese wiederum werden in Plattenepithel-, Adeno-,
grof3zellige und seltenere Karzinome mit adenosquamoser, sarkomatoider und neu-
roendokriner Histologie differenziert[89].

Basierend auf der Annahme, dass die pulmonale Kanzerogenese neben geneti-
schen Faktoren in erster Linie auf die Exposition gegeniber exogenen Noxen zu-
rackgefuhrt wurde, fand ein Zusammenhang mit dem pulmonalen Mikrobiom erst
spat Beachtung in der Krebsforschung. Bis dahin war nur fir Mycobacterium tuber-
culosis ein Zusammenhang bekannt. Zuriickgefuhrt wurde dieser auf eine mit chro-
nischer Inflammation assoziierte Kanzerogenese [90, 91].

Aktuelle Arbeiten deuten auf Unterschiede der mikrobiellen Zusammensetzung bei
an Lungenkrebs erkrankten gegeniber nicht an Lungenkrebs erkrankten Individuen
hin. So konnte eine signifikant erhdhte relative Abundanz von Veillonella und Me-
gasphera in Karzinompatienten nachgewiesen werden[92]. Actinomyces und
Arthrobacter wurden haufiger in Plattenepithelkarzinomen gegeniber Adenokarzi-
nomen detektiert[93]. Weiterhin konnte ein vermehrtes Auftreten von Acidovorax,
Comamonas, Klebsiella, Rhodoferax, und Polaromonas bei kleinzelligen Karzino-

men im Gegensatz zu Adenokarzinomen gezeigt  werden[94].
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1.5. Zielsetzung und Fragestellung

Mit Einflhrung der NGS-Methoden kam es zu einem rasanten Erkenntniszuwachs
Uber den Einfluss mikrobiellen Flora auf den humanen Organismus in verschiede-
nen Organsystemen. Mit Verspatung wuchs im letzten Jahrzehnt auch zum pulmo-
nalen Mikrobiom die Anzahl der wissenschatftlichen Arbeiten und das Verstandnis
der Bedeutung eines Mikrobioms in den unteren Atemwegen. Die Ubertragbarkeit
von Befunden aus den leichter zuganglichen oberen Atemwegen und der Einfluss
des Rauchens und haufiger Raucher-assoziierter Lungenerkrankungen ist jedoch
noch unvollstandig untersucht.

Ziel dieser Arbeit war es daher, in einem Kollektiv aus Rauchern und Ex-Rauchern
mit und ohne raucherassoziierten Lungenerkrankungen die mikrobielle Zusammen-

setzung in den oberen und unteren Atemwegen vergleichend zu charakterisieren.

Im Einzelnen sollen folgende Fragestellungen beantwortet werden:
1. Gibt es Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung zwischen den
Kompartimenten der oberen und unteren Atemwege?
2. Haben Ausmal’ und Dauer des inhalativen Tabakkonsums Auswirkung auf
das Mikrobiom der unteren Atemwege?
3. Lassen sich Unterschiede der mikrobiellen Zusammensetzung bei Patienten
mit raucherassoziierten Erkrankungen wie der COPD, dem Lungenemphy-

sem und dem Lungenkarzinome nachweisen?
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2. Material und Methoden

2.1. Verwendete Materialien

2.1.1. Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Produktname

Hersteller, Firmensitz

15ml und 50ml Rohr-
chen

Cellstar®Tubes

Fa. Greiner bio-one, Fricken-
hausen

Abstrichtupfer

transystem®

Fa. Hain Lifescience, Nehren

20ml Spritzen

BD Discardit™

Fa. Becton Dickinson, Franklin
Lakes (New Jersey, USA)

Sterile Stopfen

Combination Cap

Fa. Fresenius Kabi AG, Bad
Homburg

Mundschutz Standard Earloop Face | Fa. 3M Health Care, St. Paul
Mask (Minnesota, USA)
Schutzkittel Vlies-Einwegkittel Fa. ASID BONZ GmbH, Her-

renburg

Sterile Handschuhe

Gentle Skin® Premium
OoP

Fa. Meditrade, Kiefersfelden

Steriles Tuch

Foliodprape Protect

Fa. Hartmann, Heidenheim

Absaugfalle

Tracheal Saugset

Fa. Unomedical, Birkergd
(Danemark)

Einwegskalpell

Feather Disposable
Scalpel DEEP, steril

Fa. Feather, Osaka (Japan)

24-Loch-Platte

Zellkultur Testplatte 24

Fa. TPP, Gunzburg

Bandenpickerspitzen
(6,5 x Imm)

GeneCatcher

Gelcompany,
San Francisco (USA)

2.1.2. Bronchoskopie-Losungen

Losung

Hersteller, Firmensitz

Sterile Natriumchlorid (NaCl) 0,9%-L6sung

Fa. Berlin Chemie, Berlin
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Vorbereitende Inhalation (2,5ml Inhalations-
I6sung) aus:

170ml NaCl 0,9%

Fa. Berlin Chemie, Berlin

7ml NaCl 10%

Fa. B. Braun, Melsungen

20 ml Atrovent® 250ug/ml

Fa. Boehringer Ingelheim, Ingel-
heim am Rhein

10ml Salbutamol Inhalationslésung

Fa. Ratiopharm, Ulm

Xylocain®-Ldsung 2%

Fa. AstraZenecaGmbH, London

2.1.3. Reagenzien, Losungen und Enzyme

Hersteller, Firmensitz

Mikrobac® forte (Flachendesinfek-
tionsreiniger)

Fa. BODE, Hamburg

80% Ethanol

Fa. BriiggemannAlcohol, Heilbronn

RPMI 1640 Medium, w. 2.0 g/l NaHCO3,
LE (Low Endotoxin)

Fa. Biochrom GmbH, Berlin

FCS (Fetal Calf Serum)

GE Healthcare, Buckinghamshire
(GroRRbritannien)

dNTP-Set, 4 x 0,25 ml

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts, USA)

RT PCR grade Water (10 x 1,5 ml)

Life technologies, Carlsbad (Kali-
fornien, USA)

Agarose

VWR Life Science (ehem. PEQLAB
GmbH), Erlangen

GeneRuler 100bp 50ug

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts, USA)

RedSafe

iNtron Biotechnology, Korea

Phusion Hot Start Il High fidelity Taqg 500 U

Thermo Fisher Scientific, Waltham
(Massachusetts, USA)

OB Protease 30 mg

Peqglab, Erlangen
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2.1.4. Verwendete Kits

Hersteller, Firmensitz

PowerSoil®DNA Isolation Kit

MO BIO Laboratories, Carlsbad
(California, USA)

UltraClean® Tissue & Cells DNA Isolation Kit | MO BIO Laboratories, Carlsbad

(California, USA)

MinElute Gel Extraction Kit

Qiagen, Venlo (Niederlande)

MiSeq Reagent Kit v3 (600 cycles)

lllumina®, San Diego (Kalifornien,
USA)

Qubit® dsDNA BR (Broad Range) Assay Kits | Thermo Fisher Scientific, Wal-

tham (Massachusetts, USA)

Sybr Green | Master Kit

Roche, Rotkreuz (Schweiz)

2.1.5. Primer

Primer

Hersteller, Firmensitz

16S rRNA V3/V4

Metabion, Planegg/Steinkirchen

gPCR 16S und 18S

gPCR 16S und 18S

Die Sequenzen der verwendeten Primer sind im Anhang unter 7.1. aufgelistet.

2.1.6. Gerate

Gerat

Bezeichnung

Hersteller, Firmensitz

Sterile Werkbank

Class Il A/B3, Biosafety

Fa. Nuaire™, Plymoth

Cabinet (USA)
Videobronchoskop BF 1TQ180, BF 1T180 Fa. Olympus, Hamburg
Autoklave Laboklav Fa. SHP, Detzel
Schloss/Satuelle
Zentrifuge Rotina 38R, Rotina 35R Fa. Hettich, Tuttlingen
Brutschrank New Brunswick™ Galaxy® | Fa. Eppendorf, Ham-

170S

burg
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Gefrierschrank Gallenkamp Super Cold 85 | Fa. Thermo Scientific
(ehem. Gebr. Haake),
Karlsruhe

Waage AG204 Delta Range® Fa. Mettler Toledo, Co-
lumbus (Ohio, USA)

Schuttler MS2 Minishaker IKA®, Staufen

Pipetten Eppendorf Research® plus | Eppendorf, Hamburg

Homogenisator

PowerLyzer®

Qiagen, Venlo (Nieder-
lande)

Sequenzierer

MiSeq sequencer

lllumina®, San Diego

(Kalifornien, USA)

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Minchen

Mikroplate Reader iMark Microplate Absor-

bance Reader,

gPCR Platform Light Cycler 480 II Roche, Rotkreuz
(Schweiz)
Transilluminator TFX 20M Vilber Lourmat, Col-

légien (Frankreich)

Thermo Fisher Scienti-
fic, Waltham (Massa-
chusetts, USA)

Fluorometer Qubit® 2.0 Fluorometer

2.2. Das Kollektiv der Versuchspersonen

Uber einen Beobachtungszeitraum von 14 Monaten wurden fortlaufend Versuchs-
personen mit Verdacht auf pulmonale Raumforderungen in die Studie eingeschlos-
sen. Diese unterzogen sich im Rahmen der weiteren Abklarung bei klinischer Indi-
kation einer Bronchoskopie. Die anatomische und funktionelle Operabilitat war Vo-
raussetzung fir die Aufnahme in die Studie, da das Kollektiv auch im Hinblick auf
eine zusatzliche Gewebsentnahme (s. Dissertation Frau Dr. Lena Roos, geb. Rein-
hold, im Folgenden L.R.) ausgewdahlt wurde. Das Vorliegen von Fernmetastasen
oder ein lokoregionar fortgeschrittenes Stadium fuhrten zum Ausschluss aus der
Studie. Das Gesamtkollektiv der Studienteilnehmer setzte sich aus 34 Versuchs-
personen zusammen, die eine diagnostische Bronchoskopie mit BAL erhielten

(n=34). Dabei wurden Proben der Versuchspersonen 1 (erste Versuchsperson BAL)
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und 14 (Lungengewebsprobe ohne vorherige BAL) zur Etablierung des methodi-
schen Vorgehens genutzt. Beide Versuchspersonen schlossen wir nicht in die Stu-
die ein. Bei der Versuchsperson 23 wurde vor der BAL kein Rachenabstrich gewon-
nen. Aufgrund der zentralen Rolle der Probenentnahme aus dem Rachenraum in
dieser Arbeit, kam es ebenfalls zum Ausschluss aus der Studie. Insgesamt ergab
sich also ein Gesamtkollektiv von n=31 nach Protokoll vollstandig untersuchten Ver-
suchspersonen. Dies umfasste 19 mannliche und 12 weibliche Versuchspersonen
in einem Alter von 45 bis 82 Jahren. 17 von ihnen waren aktive Raucher mit einer
durchschnittlichen Anzahl von 37,2 pack years, 14 Ex-Raucher mit einer durch-

schnittlichen Anzahl von 40 pack years.

Um eine durch akute Exazerbationen oder Infekte bedingte Verénderung des Mik-
robioms innerhalb des Zeitraums der Probengewinnung zu minimieren, wurde ein
infektfreies Intervall von 90 Tagen vor Bronchoskopie angestrebt. Eine systemische
Antibiotikatherapie fand bei 8 Versuchspersonen innerhalb der letzten 90 Tage statt.
Von diesen befanden sich 2 zum Zeitpunkt der BAL in einer antibiotischen Therapie.
Anhand eines standardisierten Patientenfragebogens wurden weitere Parameter
ermittelt: Alter, Geschlecht, BMI, Raucherstatus mit kumulativen Packungsjahren
(pack years, abgekurzt py), Medikation inklusive stattgehabter Antibiotika- und Ste-
roidtherapien, Vorliegen einer pulmonalen Grunderkrankung, ggf. mit Exacerbatio-
nen. Weiterhin wurden Ergebnisse von Voruntersuchungen wie: Lungenfunktions-
tests, Computertomographie und Labordiagnostik dokumentiert (Patientenfragebo-

gen s. Anhang 7.4).

Die Einteilung der COPD erfolgte anhand der zu Studienbeginn gultigen Fassung
der GOLD-Klassifikation (Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease[95,
96]). Im Verlauf der Datenerhebung anderten sich die GOLD-Guidelines unter Ein-
beziehung der Symptomatik und der Exazerbationsfrequenz. Die forcierte Einse-
kundenkapazitat (FEV1) und der Tiffeneau-Index (FEV1 im Verhéltnis zur forcierten
Vitalkapazitat (FVC)) bildeten weiterhin die Basis der Diagnostik und Einteilung, so-
dass wir fur die weitere Datenerhebung an diesem Schema festhielten. Im Rahmen
der praoperativen Diagnostik unterzogen sich alle Patienten vor der bronchoalveo-
laren Lavage einer Lungenfunktionsprufung, anhand derer mittels der spirometrisch

ermittelten FEV1 und des Tiffeneau-Index das jeweilige GOLD Stadium festgelegt
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wurde. Die FEV1 betrug im Gesamtkollektiv im Mittel 65,7% mit einer Schwan-
kungsbreite von 25-99%, der Tiffeneau-Index lag zwischen 39-108% bei einem Mit-
telwert von 67,1%. Hieraus ermittelten wir 17 an COPD erkrankte Versuchsperso-
nen mit einem durchschnittlichen Stadium von 2,5 nach GOLD. Bei den Versuchs-
personen 4 (vorbefundlich langjahrig spirometrisch gesicherte COPD), 10 und 12
(Heimsauerstofftherapie) wurde eine Abweichung von der Einteilung der COPD an-
hand der aktuellen Spirometrie vorgenommen (s. Tabelle 1). Die Anzahl nicht an
COPD erkrankten Versuchspersonen betrug 12.

Die Auswertung aller radiologischen Untersuchungen erfolgte durch die Klinik far
Radiologie des UKSH Lubeck. Hierbei wurden Emphysemauspragung, Bronchiek-
tasen, als auch Bronchialwandverdickungen betrachtet und definiert (befundet
durch Dr. Fabian Jacob, Klinik fir Radiologie des UK-SH Lubeck). Diese Beurtei-
lung erfolgte in Ober-, Mittel- und Unterlappen jeweils seitengetrennt (siehe Anhang
7.5). Somit konnte im Folgenden unter Kenntnis der Probenlokalisation der BAL,
eine fachgerechte Aussage Uber morphologische Veranderungen des jeweiligen
Probenlappens getatigt werden. Da das Vorliegen von Bronchiektasen (n=2) und
Bronchialwandverdickungen (n=1) im Probenlappen kaum eine Rolle spielte, wer-
den diese beiden Parameter aufgrund der geringen Anzahl von Ubereinstimmungen
in dieser Arbeit nicht weiter erértert. Hinsichtlich des Emphysemnachweises stimm-
ten bei insgesamt 15 von insgesamt 16 Versuchspersonen mit radiologisch nach-
gewiesenem Emphysem die BAL Probenlokalisationen mit dem betroffenen Lappen
Uberein.

Die Rekrutierung des Versuchspersonenkollektivs, Planung der Versuchsreihen als
auch Verarbeitung des Untersuchungsmaterials erfolgte in Zusammenarbeit mit
Frau L.R. (Doktorandin der medizinischen Klinik Ill des UK-SH Libeck).

L.R. hat in ihrer Dissertation[15] eine durch Lungenteilresektion behandelte Sub-
gruppe des hier geschilderten Versuchspersonenkollektivs bearbeitet (n=13) mit
dem Fokus auf Verdnderungen des Mikrobioms im Lungengewebe im Vergleich zu
den unteren Atemwegen. Der Schwerpunkt dieser Arbeit hingegen liegt in dem Ver-
gleich der mikrobiellen Zusammensetzung in den oberen und unteren Atemwegen
des Gesamtkollektivs und deren Assoziation mit Grunderkrankungen, der radiologi-
schen Lungenmorphologie sowie exogenen Einflussfaktoren (n=31).

Die klinischen Daten aller in die Studie eingeschlossenen Versuchspersonen sind

in den folgenden beiden Tabellen aufgelistet.
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Tabelle 1: Klinische Daten und bronchopulmonale Grunderkrankungen

VRTINS EEr Ge- Raucherstatus/ FEV1/ corb Elingenems
son schlecht Atz py FAERY FVC% égyﬂg PFohg:nelg] 'm
ppen
2 m 68 Ex-R/50 66 63 Ja, 2 Ja
3 w 73 R/50 49 64 Ja, 3 k.A.
4 m 58 R/68 70 71* Ja, 2* Ja
5 m 50 R/30 62 61 Ja, 2 Nein
6 m 82 Ex-R/35 72 75 Nein Nein
7 w 45 R/25 Fehlt Fehlt Fehlt Nein
8 m 61 Ex-R/60 36 54 Ja, 3 Ja
9 m 61 Ex-R/110 42 52 Ja, 3 Nein
10 w 74 Ex-R/50 31 55* Ja, 4* Nein
11 w 62 R/22 51 51 Ja, 2 Ja
12 m 74 Ex-R/30 25 72* Ja, 4* Ja
13 m 63 Ex-R/40 72 62 Ja, 2 k.A.
15 w 74 R/25 77 55 Ja, 2 Nein
16 w 82 Ex-R/5 Fehlt Fehlt Fehlt Ja
17 m 73 R/60 50 51 Ja, 2 Nein
18 w 56 R/9 72 78 Nein k.A.
19 w 77 Ex-R/30 41 59 Ja, 3 Ja
20 m 51 R/18 77 69 Ja, 2 Nein
21 m 74 Ex-R/30 69 69 Ja, 2 Nein
22 m 58 R/40 35 39 Ja, 3 Ja
24 w 68 R/40 74 81 Nein Nein
25 m 61 R/40 75 78 Nein Ja
26 m 59 R/40 60 78 Nein Nein
27 m 58 Ex-R/5 94 75 Nein Nein
28 w 72 R/fehlt 90 108 Nein Nein
29 w 67 Ex-R/30 86 72 Nein Nein
30 m 73 Ex-R/60 87 76 Nein Nein
31 m 61 R/30 79 77 Nein Ja
32 m 50 R/43 99 74 Nein Ja
33 w 63 Ex-R/25 88 74 Nein Ja
34 m 69 R/50 76 53 Ja, 2 Ja

Alter zum Untersuchungszeitpunkt, w = weiblich, m = mannlich, R = Raucher, Ex-R = Ex-
Raucher, py = packyears (Packungsjahre), FEV1 = Einsekundenkapazitat (forciertes exspi-
ratorisches Volumen; FEV1% = FEV1 bezogen auf Referenzkollektiv, FEV1/FVC%-= Tiffe-
neau Index, *= In der Vorbefunden nachgewiesene COPD, bzw. Heimsauerstoffbedarf,
k.A.= keine Angabe
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In der histologischen Aufarbeitung wurde bei 24 Versuchspersonen ein Lungenkar-

zinom nachgewiesen, darunter 12 Adenokarzinome, 9 Plattenepithelkarzinome und

3 kleinzellige neuroendokrine Karzinome. In 3 Féllen konnte eine benigne Tumo-

rentitdt nachgewiesen werden. In je einem Fall wurde der Tumor nicht erfasst, ein

pleuraler solitarer Tumor, eine unspezifische Entziindung und eine Aspergillose

nachgewiesen.

Tabelle 2: Histologie

Versuchsperson Histologie Tumorstadium
(uice)
2 n.e. *
3 Adenokarzinom A
4 Plattenepithelkarzinom 1A2
5 Kein Tumornachweis
6 Adenokarzinom IVA (ple)
7 Adenokarzinom IVB
8 Adenokarzinom IVB
9 fibroser pleuraler solitarer Tumor
10 kleinzelliges neuroendokrines Karzinom A
11 Adenokarzinom 1A
12 Plattenepithelkarzinom 1B
13 Plattenepithelkarzinom 1]2]
15 Plattenepithelkarzinom 1A
16 Plattenepithelkarzinom 1B
17 Plattenepithelkarzinom 1B
18 Adenokarzinom 1B
19 kleinzelliges neuroendokrines Karzinom A
20 unspezifische Entziindung
21 Adenokarzinom 1B
22 Adenokarzinom 1B
24 Adenokarzinom 1A
25 Plattenepithelkarzinom 1A
26 Lipom
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27 Lipom

28 Adenokarzinom IA
29 Adenokarzinom INA
30 Plattenepithelkarzinom 1A
31 Plattenepithelkarzinom 1A
32 Aspergillose

33 grof3zelliges neuroendokrines Karzinom 1A
34 Adenokarzinom IVB

n.e.= Tumor in transbronchialer Probeexzision nicht erfasst; ple= pleuraler Befall; * aus
weiterer Abklarung entzogen

2.3. Ethikvotum und Aufklarung der Studienteilnehmer

Alle Studienteilnehmer wurden vor der Probengewinnung in mindlicher und schrift-
licher Form mittels Aufklarungsbogen (s. Anhang 7.2.) Uber das Studienvorhaben,
die Probengewinnung, die Ziele der Studie und die Verwendung des Materials in-
formiert. Die Aufklarung Uber die Studie erfolgte sowohl von den Doktoranden des
Projektes, als auch separat nochmals von Arzten der Medizinischen Klinik 11l des
UK-SH Lubeck. Die Krankengeschichte der Studienteilnehmer vervollstandigten wir
mit Hilfe pro- und retrospektiv erhobener Befunde. Alle Studienteilnehmer willigten
schriftlich in das Vorhaben ein (Einverstandniserklarung s. Anhang 7.3.). Die Spei-
cherung der Daten erfolgte in pseudonymisierter Form auf einem Computer des
Forschungslabors der Medizinischen Klinik Il des UK-SH Lubeck.

Die Ethikkommission der Universitat zu Lubeck hat den Ethikantrag (Nummer des
Ethikantrag: AZ 14-061) hinsichtlich der durchgefuhrten Mal3nahmen zur Material-
gewinnung und der Verwendung des Patientenmaterials am 04.05.2014 geprift und
genehmigt.

Entsprechend des Ethikvotums stimmt diese Studie mit der geltenden Fassung der
Deklaration von Helsinki (Oktober 2013) tberein.
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2.4. Materialgewinnung

Um eine mdgliche Keimverschleppung von den oberen in die unteren Atemwege zu
vermeiden und eine Vergleichbarkeit zu schaffen, etablierten wir ein stufenweises
Vorgehen bei der Materialgewinnung und Verarbeitung. Beides soll im Folgenden

weiter erlautert werden.

2.4.1. Sterilisation und Vorbereitung der Probenentnahmematerialien

Zur Vorbereitung der Materialgewinnung wurden samtliche 15ml und 50ml R&hr-
chen unter der Sterilbank im Forschungslabor der Medizinischen Klinik 11l des UK-
SH Liubeck 10 Minuten lang mit UVC-Licht der Ladnge 200-280nm und 1.7 W be-
strahlt. Die Dekantierung der sterilen Natriumchlorid (NaCl) 0,9%-L6sung in die je-
weiligen Rohrchen fuhrten wir ebenfalls unter o.g. Sterilbank durch. Diese wurde
vor und nach jeder Nutzung mit 80% Ethanol und 10 minutiger UV-Licht-Bestrah-

lung gereinigt, desinfiziert und sterilisiert.

2.4.2. Rachenabstrich und Rachenspulwasser

Zu Beginn der Probengewinnung fuhrten wir einen Rachenabstrich durch. Der Ab-
strich wurde mittels sterilem Abstrichtupfer von der Rachenhinterwand genommen.
Nicht immer konnte eine einwandfreie Probengewinnung der Rachenhinterwand er-
folgen, da der Studienteilnehmer z.B. unwillkiirliche Zungenbewegungen und Ab-
wehrbewegungen ausfiihrte. Aus diesem Grund veranlassten wir im Verlauf der
Phase der Materialgewinnung eine zuséatzliche Rachenspulung. Die Patienten wur-
den aufgefordert mit 10ml steriler NaCl 0,9%-L6sung den Mund auszuspilen. Diese
wurde zuvor in einem 15 ml R6hrchen abgefillt. AnschlieRend gurgelte der Stu-
dienteilnehmer eine gré3ere Menge NaCl 0,9%-L6sung. Die Rachenspiilung tber-
fuhrte er in ein steriles 50ml R6hrchen. Beides wurde vor der vorbereitenden Inha-

lation zur Bronchoskopie durchgefihrt.

2.4.3. Supraglottische Absaugung und bronchoalveolare Lavage

Zu Beginn bereiteten wir alle Materialien steril vor. Als erstes wurde ein steriles Ab-
decktuch auf einem zuvor desinfizierten Metalltisch ausgebreitet. Zehn Spritzen a
20 ml sind mit Hilfe eines Spikes mit 10 ml steriler NaCl 0,9%-L6sung aufgezogen
und mit einem sterilen Stopfen verschlossen worden. Alle verschlossenen Spritzen

wurden dann auf den steril abgedeckten Tisch platziert. Die vorbereitende Person
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trug hierbei einen Mundschutz, sowie einen Schutzkittel und sterile Handschuhe.
Der bronchoskopierende Arzt trug wahrend der Bronchoskopie die gleiche Schutz-
kleidung.

Zu Beginn der Bronchoskopie fiihrte dieser eine supraglottische Absaugung aus
den Recessus pirifomis durch. Das abgesaugte Material wurde tUber einen Absaug-
schlauch mit einer Absaugfalle aufgefangen.

Nach der supraglottischen Absaugung wurde das verwendete Bronchoskop zwecks
Vermeidung der Verschleppung von Keimen von den oberen in die unteren Atem-
wege gegen ein Videobronchoskop ausgetauscht (Two scope Technik[52]). Das Vi-
deobronchoskop wurde mit einem sterilen Saugventil und einem sterilen Verschluss
des Biopsiekanals bestiickt.

Zur Negativkontrolle spulte der Arzt vor Insertion das Videobronchoskop zunachst
mit 10 ml der vorbereiteten NaCl 0,9%-L6sung und fing sie in einem 50 ml Réhrchen
auf. Anschlie3end erfolgte die transorale Vorspiegelung direkt in einen vom Tumor
makroskopisch nicht befallenen Lungenlappen und fuhrte dort die BAL durch. Bei
den Studienteilnehmern VP 32 und VP 33 wurde die BAL unmittelbar praoperativ
durchgefuhrt. Nacheinander wurden die vorbereiteten 20 ml Spritzen in den Lun-
genlappen injiziert und mit der gleichen Spritze aspiriert. Die Spritzen mit dem ge-

wonnenen Material verschlossen wir umgehend wieder mit den Stopfen.

Tabelle 3: Ubersicht gewonnenes Probenmaterial

Versuchsperson BAL Rachenabstrich
2 X X
3 X X
4 X X
5 X X
6 X X
7 X X
8 X X
9 X X
10 X X
11 X X
12 X X
13 X X
15 X X
16 X X
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17 X X
18 X X
19 X X
20 X X
21 X X
22 X X
24 X X
25 X X
26 X X
27 X X
28 X X
29 X X
30 X X
31 X X
32 X X
33 X X
34 X X
Gesamt n=31 n=31

X= Probe vorhanden
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Abbildung. 1: Mittlere Readanzahl der jeweils gewonnenen Proben:

Mittlere Readanzahl der verschiedenen Probentypen. n=Anzahl der Versuchspersonen
bei denen jeweiliges Probenmaterial gewonnen wurde. Berechnung:

Readanzahl = Summe aller Readzahlen in einem Probentyp / n
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Der Rachenabstrich, die BAL, sowie die Bronchoskopspulung wurden bei allen Ver-
suchspersonen durchgefuhrt. Die Bronchoskopspilung wies als Negativkontrolle
kaum Readzahlen auf. Hiernach ist von einer relevanten Kontamination aus dem

Oropharynx im Rahmen der Untersuchung nicht auszugehen.

2.4.5. Weitere Verarbeitung der Materialien

Vorbereitend fur den Transport von der Bronchoskopie zum Forschungslabor wurde
ein Metallbehalter mit einem Flachendesinfektionsmittel gereinigt, mit 80% Ethanol
benetzt und unter UV-Bestrahlung getrocknet. AnschlieBend erfolgte die Sterilisie-
rung in der Autoklave.

Alle Proben brachten wir in dem gedeckelten Metallbehélter zur Sterilbank des For-
schungslabors und verarbeiteten sie dort weiter. Die Sterilbank war, wie in 2.4.1.
beschrieben, vorbereitet. Die Spritzen mit den BAL-Proben tberflhrten wir hier mit
desinfizierten und behandschuhten Handen in 50 ml R6hrchen. Alle so gewonnen
Flissigproben (Rachenspulwasser, supraglottische Absaugung, BAL und Sputum)
wurden in einer Zentrifuge mit 11000 revolutions per minute (rpm) 30 Minuten lang
zentrifugiert. Den Uberstand dekantierten wir unter der Sterilbank und verwarfen
ihn. Lediglich der Uberstand der BAL wurde asserviert. Die verbleibenden Pellets,

der BAL-Uberstand und der Abstrichtupfer wurden bei -80°C eingefroren.

2.5. Vorbereitung des Probenmaterials zur Mikrobiomanalyse

2.5.1. DNA-Extraktion aus dem Probenmaterial

In Vorbereitung zur DNA Sequenzierung musste aus allen gewonnenen Proben zu-
nachst die DNA isoliert und mittels PCR vervielfaltigt werden.

Fur das Extrahieren der DNA wurde ein handelsibliches Kit verwandt (MoBio Po-
werSoil® Kit). Die Extraktion erfolgte anhand der Herstellerangaben. Zusatzlich
wurde vor der ersten Zentrifugation zur Proteolyse 20 pul Proteinkinase K hinzuge-
geben, bei 50 °C fur 2 Stunden inkubiert und anschlielRend homogenisiert (MoBio
PowerLyzer®). Parallel erfolgten negative Kontrollen anhand der Kitreagenzien
ohne Zugabe der Probe, sowie der Kochsalzlésung aus der Endoskopspulung vor

Bronchoskopie.
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2.5.2. Amplifizierung der DNA

Die in 2.5.1 extrahierte DNA wurde nun mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)
vervielfaltigt. Dieses erfolgte durch Amplifizierung der V3/V4 hypervariablen Region
der bakteriellen 16S-rRNA Gene mittels geeigneter Primer (siehe 7.1.)[97]. Sie bin-
den spezifisch die konservierten Regionen, die die hypervariablen Regionen flan-
kieren. Daruber hinaus enthalten sie eine Adaptersequenz zur Anlagerung der
Amplikons an die Flusszelle und eine Indexsequenz zur Identifizierung der jeweili-
gen Probe. Eine pad-Sequenz dient der Erh6hung der Schmelztemperatur auf 65°C
und eine Link-Sequenz verbindet diese Sequenzen mit der genspezifischen Se-

quenz der Primer.

Reaktionsansatz:

RT-PCR grade water 8,25 ul

5 x HF Puffer S5ul

10 uM dNTPs 0,5 ul

2 mM Primer je5ul

DNA 1u

Phusion Polymerase 0,25 ul

Gesamt 25 ul

PCR-Protokoll:

Denaturierung: 98 °C 5 min

Amplifizierung: 30 Zyklen 98 °C 9 sek Denaturierung
55 °C 60 sek Primer Anlagerung
72 °C 90 sek Elongation

Elongation: 72 °C 10 min

Einfrieren der DNA bei -20°C

2.5.3. Gelelektrophorese der DNA-Proben

Die so vervielfaltigte DNA wurde nun der Gro3e nach aufgetrennt. Hierzu verwen-
deten wir ein Agarose-Gel versetzt mit 1:20.000 RedSafe. Die optische Darstellung
erfolgte durch einen Transilluminator. Anhand dessen konnte die Konzentration des
jeweiligen Amplifikats durch den Abgleich einer Bande mit ungefahr gleicher Grolze
und gleicher Intensitat durch eine definierten DNA Leiter ermittelt werden. Konzent-
rationsmessungen erfolgten anhand der BiolD Software.

Die Amplifikate wurden im Anschluss nach aquimolaren Mengen zusammengefiuhrt

und erneute mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die Banden wurden mittels Ban-
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denspickerspitzen aus dem Gel herausgestochen und mittels MinElute Gel Extrac-
tion Kit nach Herstellerangaben eluiert. Durch ein Fluorometer unter Verwendung
des Qubit® dsDNA BR (Broad Range) Assay Kits wurde die Konzentration der Probe
ermittelt. Die DNA wurde bei -20 °C eingefroren.

bp ng/0.5u9 %

1000 45 9
< a00 45 0
800 45 9
—70 45 9
— 600 45 9
—500 115 23
__ 200 40 8
—300 40 8
200 40 8
—100 40 8

0.5 pg/lane, 8 cm length gel
1X TBE, 5V/em, 1 h

Abbildung 2.: Thermo Scientific™ GeneRuler™ 100bp DNA Lad-
der. DNA-Leiter als GroRenmarker zur Abschatzung der DNA-Pro-
bengréie.

Quelle: Thermo Scientific
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2.6. Mikrobiomanalyse mittels Next-Generation Sequencing

2.6.1. DNA-Sequenzierung

Die Sequenzierung der DNA erfolgten mittels einer sogenannten Next-Generation
Sequencing Methode. Durch eine sogenannte ,bridge Amplification® wurden die
DNA Fragmente auf einer Durchflusszelle amplifiziert und anschlielend ein Cluster
aus identischen Molekilen gebildet. Die darauffolgende Sequenzierung erfolgte
nach der Methode Sequencing-by-synthesis, anhand dessen mithilfe von fluores-
zenzmarkierten Nukleotiden eine paired-end Sequenzierung durchgefihrt wird. Das
Ergebnis dieser Sequenzierung ist jeweils eine foward- und eine reverse-Sequenz.
Die Sequenzierung erfolgte durch unsere Kollegen im Forschungszentrum Borstel

mit Hilfe eines MiSeq-Sequenzierers der Firma Illumina®.

2.6.2. Datenprozessierung

Die aus der llluminasequenzierung gewonnenen Rohdaten mussten nun zur weite-
ren Analyse prozessiert (aufbereitet) werden. Die Rohdaten lagen in Form von so-
genannten fastq-Dateien, welche die 16S-rRNA Sequenzen enthielten, vor. Die Pro-
zessierung dieser Daten erfolgte mittels mithilfe der Software Mothur Version
1.35.0[98]. Zunéachst wurden Contigs aus den zusammengehdrigen forward- und
reverse-Sequenzen erstellt. Alle Sequenzen mit uneindeutigen Basen und einer Ho-
mopolymerlange von > 9, sowie alle Sequenzen die langer als das amplifizierte
Fragment waren, wurden entfernt. Das reference Alignment erfolgte anhand der
SILVA Referenzdatenbank[99]. Chim&re Sequenzen wurden unter Anwendung des
UCHIME Algorithmus entfernt[100]. Die Ubrig gebliebenen Sequenzen klassifizier-
ten wir unter Anwendung eines Bootstrap Wertes von 80 und Entfernung aller nicht
bakteriellen DNA Sequenzen mithilfe der Greengenes Version gg_13 8 99[101].
Die so aufbereiteten Datenmengen wurden nun anhand von taxonomischen Level
(Phyla, Genera, Species) in sogenannte operational taxonomic units (OTU) einge-
teilt. Flr statistische Analysen wurden die Abundanz-basierten Daten flr unter-
schiedliche Sequenziertiefe mittels GMPR (Geometric Means of Pairwise Ratios),

enthalten in R, korrigiert[102].
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2.6.3. Dekontaminierung des Datensets und Core-Taxa

Bereits wahrend des Prozesses der Probenakquierierung, Verarbeitung und spate-

ren Prozessierung der Rohdaten unternahmen wir vermehrt Anstrengungen um un-

sere spateren Daten zur Analyse vor Kontaminationen zu bewahren. Hierzu zahlen:

Verwenden von sterilen Materialien und Verarbeitung der Proben an sterili-
sierten Flachen

Two-scope-Technik wahrend der Bronchoskopie

Negativkontrollen mit steriler NaCl-Losung vor Bronchoskopie
Isolationskontrollen wahrend der DNA-Extraktion, welche mit in die Sequen-
zierung gefiihrt wurden

Quantifizierung der bakteriellen DNA-Menge in den mitgefiihrten Kontrollen
mittels quantitativer PCR (qPCR)

Da in den unteren Atemwegen teilweise, aber vor allem in den Lungengewebspro-

ben, eine geringe Dichte an bakterieller DNA herrscht, konnte eine Kontamination

in unseren Proben durch die Vervielfaltigung der DNA anhand der PCR erhebliche

Auswirkungen auf das zu analysierende Datenset haben. Wir orientierten uns des-

halb an den aktuell in der Literatur beschriebenen Standards[28]. Des Weiteren er-

folgte nach Abschluss der Prozessierung eine erneute Prifung auf Dekontaminati-

onen durch den decontam-Algorithmus welches ein in R implementiertes Frequenz-
verfahren darstellt[103].

Tabelle 4: Entfernte Taxa bei n=31 Versuchspersonen, welche durch den decontam Algo-
rithmus als Kontamination identifiziert wurden

Entfernte Taxa

Hymenobacter

Chryseobacterium

Comamonas

Solirubrobacterales_unclassified

Cytophagales_unclassified

Pseudonocardia
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Tabelle 5: Die 20 haufigsten Taxa in den Isolationskontrollen nach Entfernung der Taxa in
Tabelle 4 (Proben mit > 100 reads wurden bertcksichtigt)

Taxa der Kontrollproben

Veillonella

Pseudomonas

Corynebacterium

Staphylococcus

Streptococcus

Enterobacter

Rothia

Enhydrobacter

Anaerococcus

Paucibacter

Enterobacteriae_unclassified

Granulicatella

Kocuria

Actinomyces

Paracoccus

Neisseria

Garciella

Lachnoanaerobaculum

Capnocytophaga

Micrococcus

Nach Bereinigung des Rohdatensatzes konnten die Core-Taxa bestimmt werden.
Hierbei handelt es sich um Taxa, die in Uber 90% der untersuchten Proben in min-

destens 1 % der Readanzahl vorkamen.
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2.7. Quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR)

Zur Quantifizierung der DNA-Menge in den oberen und unteren Atemwegen erfolgte
eine guantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR) anhand von Teilen des Ge-
samtkollektivs. Hier wurden alle BAL und Rachenabstrichproben der Versuchsper-
sonen untersucht, die sich einer Lungenteilresektion unterzogen hatten (vgl. Disser-
tation L.R.). Dieses Teilkollektiv spiegelt reprasentativ das Gesamtkollektiv wider
(Tab. 6). Sowohl Geschlechterverteilung, Altersverteilung, der Raucherstatus, die
spirometrisch ermittelten FEV1%-Werte, als auch die 5 haufigsten Taxa auf Phy-
lum- und Genusniveau unterscheiden sich in beiden Kollektiven nicht. Lediglich das
Verhéltnis von an COPD erkrankten zu nicht an COPD erkrankten Versuchsperso-
nen ist umgekehrt. Es betragt im Gesamtkollektiv 17 zu 12 und im Teilkollektiv 4 zu
9. Dies lasst sich auf die Inoperabilitdt von 7 Versuchspersonen bei fortgeschrittener
COPD im Gesamtkollektiv zurtickfuhren.

Es wurde eine absolute Quantifizierung auf der Basis von Escherichia coli Geno-
meinheiten, sowie eine relative Quantifizierung durch den Vergleich relativer bakte-
rieller und humaner Biomasse anhand von 18S-rRNA durchgefihrt. Abschliel3end
erfolgte eine Schmelzkurvenanalyse. Anhand der Intensitat der Floureszenz er-

folgte die quantitative Analyse (exaktes Pipettierschema vgl. Dissertation L.R.).

Tabelle 6: Vergleich Gesamtkollektiv zum Teilkollektiv aus der Dissertation von L.R.

Gesamtkollektiv Teilkollektiv Signifikanz
(n=31) (n=13)
Verhéltnis Geschlecht w:m 1:1,58 1:1,6 p=0,99
Anzahl (n) (12:18) (5:8)
Alter (Mittelwert) 82-45 Jahre (65,06 Jahre) 74-50 Jahre (65,07 Jahre) p=1
Raucherstatus 1,21:1 2,25:1 p=0,38
Raucher: (17:14) (9:4)
Ex-Raucher Anzahl (n)
FEV1% (Mittelwert) 99-25 (65,7) 99-35 (70,7) p=0,46
COPD 1,42:1 1:2,25 p=0,027
erkrankt:nicht erkrankt (17:12) (4:9)
Anzahl (n) Fehlt (n=2)
Lungenkarzinom 4:1 5,5:1 p=0,72
erkrankt:nicht erkrankt (24:6) (11:2)
Anzahl (n) Nicht erfasst (n=1)
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5 haufigste Taxa auf Bacteroidetes Bacteroidetes
Phylumebene Firmicutes Firmicutes
Proteobacteria Proteobacteria
Actinobacteria Actinobacteria
Fusobacteria Fusobacteria
5 héaufigste Taxa auf Prevotella Prevotella
Genusebene Streptococcus Streptococcus
Veillonella Veillonella
Haemophilus Haemophilus
Rothia Leptotrichiaceae

Ermittlung des Signifikanzniveau zwischen Gesamt- und Teilkollektiv:
Alter und FEV1% (T-Test fUr verbundene Stichproben)
Geschlechtsverteilung, Raucherstatus, COPD, Lungenkarzinom (Chi-Quadrat-Test)

2.8. SourceTracker

Die Herkunft der Taxa aus der BAL wurde durch den SourceTracker Algorithmus
(R-Skript Version 0.9.1)[104] ermittelt. Es konnte somit anhand von Verteilungen
und Haufigkeiten von Taxa aus dem Rachenabstrich, welche als Quelle (,source®)
diente, die Herkunft der Taxa in der BAL (,sink®) abgeschatzt werden. Dementspre-
chend wurde der Anteil der gefundenen Taxa in der BAL mit der Herkunft Rachen-
abstrich oder ,unknown“ gekennzeichnet.

Die Durchfiihrung der Versuche und Analysen der Abschnitte 2.5-2.8. erfolgte unter
Anleitung von Dr. rer. nat. S. Graspeuntner (Klinik fur Infektiologie und Mikrobiolo-
gie, UKSH Campus Lubeck). Samtliche Schritte der Patienten- und Probenakqui-

rierung, Weiterverarbeitung, sowie die qPCR erfolgte gemeinsam mit L.R..

2.9. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung erfolgte mit R Studio (Version 3.2.2)[105].

Die graphische Darstellung der Ergebnisse wurde anhand der Basis Pakete zur gra-
phischen Darstellung in R[105] ,sowie dem R Graphikpaket ggplot2[106] und Micro-
soft® Excel® 2016 durchgefiihrt.

Die Analyse von Gesamt- und Teilkollektiv erfolgte anhand des gepaarten T-Tests
und des Chi-Quadrat-Tests. Die Normalverteilung wurde anhand des Kolmogorov-
Smirnov-Test tberpruft.

Unter Anwendung des R-package vegan[107] wurden sowohl Bestimmungen der
a-Diversitat wie Evenness, Shannon-Diversitats-Index, Simpson-Diversitats-Index,

als auch der B-Diversitat durchgefuhrt.
34



Die detektierten Taxa berechneten wir anhand ihres relativen Vorkommens in der
jeweiligen Probe. Die Analyse der a-Diversitat in Rachenabstrich und BAL wurde
bei verbundenen Stichproben anhand des Wilcoxon-Tests mit Benjamini Hochberg
Korrektur fur multiples Testen ermittelt.

Unverbundene Stichproben wurden mit dem Kruskal Wallis Test und post hoc Tes-
tung mit anschlieBender Bonferroni Korrektur fir multiples Testen bei Mehrfachver-
gleichen durchgefihrt.

Die Korrelationsanalysen von Anzahl der kumulativen pack years und dem
Shannon-Index bestimmten wir anhand des Pearson-Korrelationskoeffizenten.

Die B-Diversitat berechneten wir durch das Distanzmald mithilfe des Bray-Curtis-
Index und visualisierten es anhand einer Hauptkoordinatenanalyse (englisch: Prin-
cipal Coordinates Analysis (PCoA)) als Verfahren der multivariaten Statistik.
DarlUber hinaus wurde anhand des R-package adonis eine permutative multivariate
Varianzanalyse durchgeftuhrt. Die graphische Darstellung erfolgte mittels Biplot und
Heatmap.

Das Signifikanzniveau wurde auf a < 0,05 festgelegt. Die visualisierten Daten wur-
den mit Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Abnahme der bakteriellen Biomasse von den oberen zu den unteren
Atemwegen

Mittels gPCR wurde die Menge der bakteriellen Biomasse sowohl absolut auf Basis
von Escherichia coli Genomeinheiten, als auch in Relation zur humanen Biomasse
erhoben (vgl. 2.7).

Zwischen Rachenabstrich und bronchoalveolarer Lavage zeigt sich eine signifikante
Abnahme des Verhaltnisses von menschlichen zu bakteriellen Zellen, als auch der
Anzahl bakterieller Zellen von den oberen zu den unteren Atemwegen.

A B

1000000 T 1,00E+10 ~
p=0.0001
p=0,028

100000 + 1,00E+08 -

10000 +
1,00E+06 -

1000 +

Anzahl Bakterien/ Probe

1,00E+04 A
100 +

1,00E+02 A
10 + i

bakterielle Zellen/ 1000 menschlicher Zellen

1 1,00E+00
Rac BAL Rac BAL

Abbildung 3. qPCR: Abnahme der Anzahl bakterieller Zellen im Verhaltnis zu 1000
menschlichen Zellen (A), als auch in der absoluten Anzahl der bakteriellen Zellen pro Probe
(B) von den oberen zu den unteren Atemwegen. Durchfliihrung an einem reprasentativen
Teilkollektiv von 13 Versuchspersonen (vgl. Arbeit L.R., siehe oben 2.7.) (Pairwise Wil-
coxon Rank Sum Test flr verbundene Stichproben mit Benjamini-Hochberg Korrektur fir
multiples Testen)

3.2. Vergleichende Untersuchungen der Zusammensetzung des Mikrobioms
der oberen und unteren Atemwege anhand von Rachenabstrich und BAL

Zum Vergleich des Mikrobioms der oberen und unteren Atemwege untersuchten wir
zunachst die taxonomische Zusammensetzung sowie Parameter der Diversitat und

Dissimilaritat zwischen Rachenabstrich und BAL.

36




3.2.1. a-Diversitat
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Abbildung 4.: Vergleich von Evenness, Richness und der a-Diversitatsindices nach
Shannon sowie Simpson in der BAL und Rachenabstrich (Rac) mit jeweils n=31.
(Pairwise Wilcoxon Rank Sum Test fir verbundene Stichproben mit Benjamini-Hochberg
Korrektur fir multiples Testen)

In Abbildung 4 ist die a-Diversitéat des Mikrobioms in Rachenabstrich und der bron-
choalveolaren Lavage dargestellt. Es zeigt sich eine signifikant hohere Diversitat im
Shannon-Index in der BAL gegentiber dem Rachenabstrich. Daruber hinaus findet
man in der BAL auch eine héhere Evenness, ein Indikator, der die Gleichmaligkeit

der Verteilung der bakteriellen Taxa innerhalb einer untersuchten Probe misst.

3.2.2. Relative mikrobielle Zusammensetzung der oberen und unteren Atem-
wege

Zur Bestimmung der Zusammensetzung des Mikrobioms der oberen und unteren
Atemwege wurde zunachst die relative Verteilung auf Stamm- (Phylum) und Gat-
tungsebene (Genus) betrachtet.
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3.2.2.1. Vergleich von Rachenabstrich und BAL auf Phylum-und Genusniveau

A B
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Abbildung 5.: Relative Abundanzen auf Phylum- und Genusniveau:

Relatives Vorkommen anhand der Readanzahl der 5 haufigsten Phyla (A) und jeweils
10 héaufigsten Genera in BAL und Rachenabstrich (Rac) (B)

(C) Vergleich der relativen Readanzahl der Stamme Proteobakterien, Bakteriodeten und
Firmikuten in den oberen (Rac) und unteren Atemwegen (BAL). (Wilcoxon Test fir ver-
bundene Stichproben mit Benjamini-Hochberg Korrektur fur multiples Testen)

Zu den 5 haufigsten Stammen in beiden Kompartimenten zahlen Bacteriodetes, Fir-
micutes, Proteobacteria, Fusobacteria und Actinobacteria. Sie bilden 99% aller
nachgewiesenen Stamme. Insgesamt ahneln sich Rachenabstrich und BAL. Ein
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signifikant gro3erer Anteil an Proteobacteria konnte allerdings in der BAL nachge-
wiesen werden (Abb. 5.: A+C).

Auf Gattungsebene zeigt sich auf den ersten Blick ebenfalls eine vergleichbare Ver-
teilung. Im Einzelnen fallt auf, dass sich Pseudomonas unter den 10 haufigsten Gat-
tungen nur in der BAL findet, wahrend Actinomyces und Granulicatella nur im Ra-

chenabstrich zur Darstellung kommen (Abb. 5.: B).

3.2.2.2. Core-Taxa

Ausgehend von BAL und Rachenabstrich (n=31) lieRen sich fur beide Probentypen
jeweils drei, in der Zusammensetzung identische Core Taxa, definieren. Im Einzel-
nen sind es die fur das Mikrobiom des Rachenraums charakteristischen Taxa Pre-

votella, Streptococcus und Veillonella.

BAL Rachenabstrich
Prevotella Prevotella
Streptococcus Streptococcus
Veillonella Veillonella

Tabelle 7.: Core Taxa auf Gattungsebene. (Auftreten in >
90% der Proben mit einer relativen Haufigkeit > 1%)

3.2.2.3. Einteilung anhand primarer Habitate
Zur detaillierteren Analyse bildeten wir unabh&angig von der relativen Abundanz
Subgruppen anhand primarer Habitate und der klinischen Einstufung als potentiell

pathogene Mikroorganismen (PPM).

Die am haufigsten vorkommenden primar oralen Taxa (vgl. Abb.: 6.) Prevotella,
Streptococcus und Veillonella zeigen keine Unterschiede zwischen den oberen und
unteren Atemwegen.

Vorwiegend nasale Taxa sind insgesamt in einer deutlich geringeren Abundanz vor-
zufinden. Corynebacterium, Staphylococcus und Propionibacterium sind jedoch in

der BAL signifikant haufiger nachweisbar.
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A orale Taxa B nasale Taxa
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Abbildung 6.: Relative Abundanzen von Taxa aus unterschiedlichen priméren Habita-
ten:

Relativen Abundanzen in den oberen (Rac) und unteren Atemwegen (BAL) von

A: vorwiegend oralen Gattungen

B: vorwiegend nasalen Gattungen

Statistisch ausgewertet wurden jeweils 31 Proben Rac und BAL. N gibt hier die Anzahl
der Proben mit Nachweis der jeweiligen Taxa an.

(Wilcoxon Test fur verbundene Stichproben mit Benjamini-Hochberg Korrektur fir mul-

Unter den PPM zeigt Acinetobacter eine signifikant erhohte relative Abundanz in
den unteren Atemwegen. Pseudomonas tendiert ebenfalls zu einem vermehrten

Vorkommen in der BAL.
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Abbildung 7.: Relative Abundanzen von Taxa, die als potentielle pathogene Mikroor-
ganismen (PPM) bei respiratorischen Infektionen gelten.

Statistisch ausgewertet wurden jeweils 31 Proben Rac und BAL. N gibt hier die Anzahl
der Proben mit Nachweis der jeweiligen Taxa an.

(Wilcoxon Test fur verbundene Stichproben mit Benjamini-Hochberg Korrektur fir mul-
tiples Testen.)
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3.2.3. Dissimilaritat (PCoA und Heatmap)

Die Bestimmung der Dissimilaritat erfolgte anhand der 3-Diversitatsanalyse mittels
Bray-Curtis-Index. Als Mal3 der Ungleichheit, lassen sich so die verschiedenen Pro-
ben auf ihre Unterschiedlichkeit in der Zusammensetzung Uberprifen. Zur Visuali-
sierung wurde zunachst ein Biplot auf der Basis einer Hauptkoordinatenanalyse er-
stellt. Jeder Probe wird in einem zweidimensionalen Raum eine Koordinate zuge-
wiesen. Der Abstand der Punkte untereinander spiegelt die Unterschiedlichkeit als
Distanzmal} wider (Abb.: 8).

Weiterhin wurde eine Heatmap erstellt. Das relative Vorkommen der Taxa (hier Ge-
nusebene) in einer Probe wird anhand der Farbintensitat kenntlich gemacht. Die
Gruppierung erfolgte anhand einer hierarchischen Clusteranalyse durch das

Average-linkage-Verfahren ebenfalls nach Bray-Curtis-Index (Abb.: 9).
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Abbildung 8.: Biplot auf Basis einer Hauptkoordinatenanalyse. Die Bray-Curtis-Distanz
wird durch den Abstand zwischen den einzelnen Punkten veranschaulicht. Dabei unter-
scheiden sich die Atemwege (BAL, Rac) nicht signifikant voneinander (Adonis Test, Anzahl
Permutationen = 999, p=0,214, r*2=0,02). Die Lange der Pfeile ist proportional zur Starke
der Korrelation zwischen der Variablen (Taxa) und der Ordination. Die Pfeile zeigen in die
Richtung mit der besten linearen Veranderung der jeweiligen Taxa. Es erfolgte eine Eintei-
lung in 2 Cluster (blaues Cluster->Rac, rotes Cluster->BAL)

BAL und Rachenabstrich stellen sich ahnlich in der PCoA dar. Die Signifikanzpri-
fung zeigt insgesamt keinen Nachweis einer Dissimilaritat. Qualitativ fallen dennoch
einige Schwerpunkte auf: So befinden sich in dem blauen Cluster vorwiegend Rac-
Proben. Prevotella projiziert sich in dieses Cluster hinein. In einem weiteren, besser
abzugrenzenden roten Cluster finden sich vornehmlich BAL Proben. Dementspre-

chend werden die in der BAL signifikant vermehrt nachgewiesenen nasalen Taxa
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Staphylococcus, Propionibacterium und Corynebacterium, sowie der potentiell pa-
thogene Erreger Acinetobacter in dieses Cluster, bzw. in dessen Richtung projiziert

(Abb.: 8). Die Vektoren von primar oralen und nasalen Taxa verlaufen entgegenge-

setzt.
e
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——‘ Pseudomonas

Abbildung 9.: Relative Readanzahl der haufigsten Taxa auf Gattungsniveau in Rachenab-
strich und BAL. BAL (schwarz) und im Rac (hellgrau) sind auf Gattungsebene (Genus)
dargestellt. (Die Clusteranalyse wurde anhand des Bray-Curtis Index mit dem average-
linkage-Verfahren durchgefihrt).

In dem vertikalen Clustering der Heatmap ergeben sich 3 groRere Cluster.
1. Oberes Cluster: relativ haufigste Genera 1-4 (inklusive der drei Core-Taxa)
2. mittleres Cluster: Granulicatella und Rothia

3. unteres Cluster: relativ haufigste Genera an den Positionen 6-11

Auch hier ergibt das Gesamtbild keine Differenzierung anhand der Probenlokalisa-
tion in oberen und unteren Atemwegen. Die Core Taxa Prevotella, Veillonella und

Streptococcus clustern erwartungsgemals in einem vertikalen Cluster. Man erkennt,
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dass alle 3 Taxa in der Mehrzahl der Proben hoch abundant vorkommen. PPM aus

der Gruppe der Proteobacteria wie Hamophilus und Pseudomonas sind dagegen
deutlich diskordanter verteilt.

3.2.4. Source Tracker

m Rac

® Unknown

Abbildung 10.: Herkunft der Taxa der unteren Atemwege (BAL) anhand einer Source
Tracker Analyse

Dargestellt ist die Herkunft der Taxa in den unteren Atemwegen (BAL) anhand des Mit-
telwertes fur das Gesamtkollektiv (n=31). Unterteilung in Herkunft Rac (blau) und un-
bekannt (Unknown, orange). Angaben mit jeweiligen prozentualen Anteilen

Zur Bestimmung der Herkunft der in der BAL nachgewiesenen Taxa wurde eine
Source Tracker Analyse durchgefuhrt. Hierbei ergab sich, dass mehr als die Halfte
der Taxa in den unteren Atemwegen den oberen Atemwegen entstammt. 46% lie-

Ben sich dagegen keiner bekannten Quelle zuordnen, blieben also unbekannter
Herkunft.
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3.3. Respiratorische Risikofaktoren und Komorbiditaten

Nach Einordnung der Ergebnisse anhand der Unterteilung in obere und untere
Atemwege untersuchten wir einzelne Faktoren, die zur Beeinflussung des pulmo-
nalen Mikrobioms beitragen konnten. Hierzu gehoren in unserem Kollektiv vor allem
das Tabakrauchen und Raucher-assoziierte Erkrankungen wie die COPD und das

Lungenkarzinom.

positive Raucheranamnese Lungenkarzinom
10% 0%

Abbildung 11. Venn Kreisdiagramm: Dargestellt sind die Uberlappungen von COPD, po-
sitiver Raucheranamnese und das Vorhandensein eines Lungenkarzinoms bezogen auf
das Gesamtkollektiv. Die Uberlappung in der graphischen Darstellung entspricht nicht dem
realen MaR an Uberschneidungen. Diese sind prozentual angegeben.

Abbildung 11 zeigt, dass diese Faktoren in groRem Umfang untereinander vernetzt
sind: so war mit 42 Prozent der gro3te Anteil des Patientenkollektivs von allen 3
Parametern betroffen, gefolgt von 32 % mit positiver Raucheranamnese und Karzi-
nomnachweis. Ein alleiniges Vorkommen von COPD oder eines Lungenkarzinoms
konnte nicht beobachtet werden, da alle Patienten im Kollektiv eine stattgehabte

oder aktive Raucheranamnese aufweisen.
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3.3.1. Einfluss von Rauchen auf das Mikrobiom der unteren Atemwege

In der vergleichenden Untersuchung von Rauchern und Ex-Rauchern erkennt man
in den relativen Abundanzen eine homogene Verteilung. Auch die Korrelationsana-
lyse von Anzahl der kumulativen pack years gegentber dem Shannon-Index lasst
keinen Zusammenhang zwischen Intensitéat der Tabakexposition und der Diversitat
erkennen. (Abb. 12.: A+B).
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Abbildung 12.: Einfluss von inhalativem Tabakkonsum

A: jeweils die 10 haufigsten relativen Abundanzen abhangig vom Raucherstatus

B: Korrelation des Shannon-Index mit den kumulativen pack years (Pearsonscher Kor-
relationskoeffizent)
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3.3.2. COPD

Relative Abundanzen auf Relative Abundanzen auf Phylumniveau
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Abbildung 13.: Vergleich der relativen Abundanzen der 5 haufigsten Taxa auf Stammni-
veau verteilt nach COPD GOLD Stadien in Rachenabstrich (Rac) und BAL. Zusammenge-
fasst hier in keine COPD (n=12), milde COPD (GOLD 1+2, n=10), schwere COPD (GOLD
3+4, n=7). Bei 2 Versuchspersonen fehlen Daten bzgl. der COPD vgl. hierzu Patientenkol-
lektiv.

Zur Untersuchung der COPD bedingten Veranderungen auf die mikrobielle Zusam-
mensetzung der oberen und unteren Atemwege wurden 3 Subgruppen ohne COPD,
mit milder bis maRiggradiger (Stadium 1-2), bzw. schwerer COPD (Stadium 3-4)
nach der GOLD-Einteilung, gebildet. Auf Phylumniveau finden sich im Rachenab-
strich keine Veranderungen der Zusammensetzung der Taxa.

In der BAL finden sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede, auch wenn nu-
merisch ein hdherer Anteil von Proteobacteria bei COPD vorliegt (12% keine COPD,
25-26% bei COPD).

Weiterfuhrend priften wir die Abundanz von PPM bei COPD, sowie die oralen und
nasalen Taxa (vgl. Abb.: 14) auf signifikante Unterschiede bzgl. des Vorkommens
in verschiedenen COPD Stadien in der BAL. Auf Seite der PPM lasst sich ein signi-
fikant haufigeres Vorkommen von Haemophilus in der mild ausgepragten COPD im
Vergleich zur schweren COPD und den Versuchspersonen ohne COPD nachwei-
sen. Auch Moraxella zeigt ein signifikant haufigeres Vorkommen in der milden
COPD gegeniber den nicht an COPD erkrankten Studienteilnehmern.
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Abbildung 14.: Relative Abundanzen von PPM in der BAL anhand des COPD
Stadium nach GOLD (keine COPD, milde COPD (GOLD 1+2), schwere COPD
(GOLD3+4)). In den Klammern befindet sich jeweils das n flr Proben in denen die
jeweiligen Taxa detektiert wurden.

(Kruskal-Wallis Rank Sum Test fur unverbundene Stichproben mit post-hoc-Tes-
tung durch Bonferroni-Korrektur)

Bei Pseudomonas, sowie den nasalen Taxa (Daten nicht gezeigt) I&sst sich kein

Unterschied nachweisen.

Bei der Uberprufung der Diversitat nach dem Shannon-Index findet sich kein Un-
terschied in Rachenabstrich und BAL in Bezug auf das COPD Stadium, bzw. das
Vorhandensein einer COPD. Zum selben Ergebnis kommen wir fir den Vergleich
aller an COPD erkrankten Studienteilnehmer gegentber nicht erkrankten Stu-

dienteilnehmern (Daten nicht gezeigt).

Eine detaillierte Darstellung der relativen Abundanz von Taxa in den 3 Subgruppen

findet sich im Anhang 7.6.
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3.3.3. Emphysem

Die COPD geht haufig mit einer strukturellen Veranderung der Lungenarchitektur
einher. Wir Uberpriften, inwieweit sich die in der COPD gezeigten Ergebnisse beim
Vorliegen eines radiologisch gesicherten Lungenemphysems im BAL-Probenlap-
pen reproduzieren liel3en.

In den 10 am haufigsten nachzuweisenden Taxa mit und ohne Emphysem im BAL-
Probenlappen erkennt man ein ahnliches Verteilungsmuster. Pseudomonas und
Cloacibacterium finden sich allerdings nur in den von Emphysem befallenen Pro-
benlappen unter den 10 haufigsten Taxa, Neisseria und Porphyromonas in den
nicht befallenen Probenlappen. In der weiteren Uberpriifung konnen weder bei die-
sen Taxa, noch bei der Verteilung der PPM signifikante Unterschiede nachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).

Emphysemnachweis im BAL-Probenlappen Vorkommen der haufigsten Genera abhangig
100% vom Emphysemnachweisim Probenlappen
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Abbildung 15.: Vergleich der relativen Abundanzen der 10 haufigsten Taxa auf Gattungs-
niveau.

Ja: Radiologisch nachgewiesenes Lungenemphysem im Probenlappen (n=14)

Nein: Radiologisch kein Nachweis eines Lungenemphysems im Probenlappen (n=16)
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3.3.4. Lungenkarzinome

Das Kollektiv umfasste Versuchspersonen mit der Erstdiagnose einer pulmonalen
Raumforderung.

Bei 24 Versuchspersonen wurde in der Histologie ein Lungenkarzinom nachgewie-
sen, in 3 Fallen konnte eine benigne Tumorentitat nachgewiesen werden. In je ei-
nem Fall wurde der Tumor nicht erfasst, ein pleuraler solitarer Tumor, eine unspe-
zifische Entziindung und eine Aspergillose nachgewiesen. Um zu Uberpriufen ob die
Diagnose der Raumforderung in unserem Kollektiv Einfluss auf das Mikrobiom
hatte, wurden die 3 grol3eren Subgruppen des Lungenkarzinoms und die Gruppe
ohne Lungenkarzinom getrennt analysiert. Wegen der Heterogenitéat und geringen
Fallzahlen in diesen Subgruppen wurde ausschliel3lich eine deskriptive Analyse die-
ser Daten vorgenommen.

In Abbildung 16 erkennt man sowohl im Rachenabstrich, als auch in der BAL das
Vorhandensein der drei Core-Taxa in allen Entitaten. Im Rachenabstrich tberwie-
gen sie in allen Karzinomentitaten (jeweils > 55%). Den grof3ten Anteil erkennt man
bei der Subgruppe ohne Lungenkarzinom (72%), der geringste Anteil ist bei den
neuroendokrinen Karzinomen zu finden (55%).

In der BAL erscheinen die Core Taxa unterreprasentiert, so finden sie sich in der
Subgruppe der neuroendokrinen Karzinome bei 25 %. Die neuroendokrinen Karzi-
nome weisen im Vergleich zu Adenokarzinomen, Plattenepithelkarzinomen und der
Versuchspersonen ohne Karzinomnachweis eine unterschiedliche mikrobielle Sig-
natur auf. Auffallig ist, dass sich 4 Taxa (Actinomyces, Acinetobacter, Granulicatella
und Pseudomonas) singular unter den 10 haufigsten Nachgewiesenen befinden.
Allerdings nehmen die neuroendokrinen Karzinome mit n=3 den kleinsten Teil des
Kollektivs ein.

Adeno- und Plattenepithelkarzinome bilden in der Zusammensetzung ein gleichar-
tiges Bild. Gemella und Moraxella (jeweils 1%) finden sich bei den Plattenepithel-
karzinomen, Porphyromonas (5%) in den Adenokarzinomen singulér unter den héu-

figsten Taxa.
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Vergleich relative Abundanzen im Vergleich relative Abundanzen in der BAL nach
Rachenabstrich nach Lungenkarzinom Lungenkarzinomen
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Abbildung 16.: Vergleich der relativen Abundanzen der jeweils 10 haufigsten Taxa auf
Gattungsniveau bei unterschiedlichen pulmonalen Karzinomentitdten im Rachenabstrich
(Rac) und BAL. Zusammengefasst hier in AC= Adenokarzinom (n=12), SCC= Plat-
tenepithelkarzinom (n=9), NEC =Neuroendokrine Karzinome (n=3), davon LCNEC= grof3-
zelliges neuroendokrines Karzinom (n=1) und SCNEC= kleinzelliges neuroendokrines Kar-
zinom (n=2), kein Lungenkarzinom (n=7).

C und D: Invers zu A und B: Anteilige Darstellung der einzelnen Karzinomentitaten bezogen
auf das jeweilige Taxa. Hier Beriicksichtigung der jeweils 10 haufigsten Taxa.
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4. Diskussion

In dieser Arbeit wurde in einem Kollektiv aus Rauchern und Ex-Rauchern mit und
ohne raucherassoziierten Lungenerkrankungen die mikrobielle Zusammensetzung
der oberen und unteren Atemwege anhand von Rachenabstrichen und BAL verglei-
chend untersucht.

Wir fanden in den beiden Kompartimenten ein identisches Core-Mikrobiom mit einer
signifikanten Abnahme der bakteriellen Biomasse von den oberen zu den unteren
Atemwegen. Die Diversitat und Evenness verzeichneten eine Zunahme absteigend
entlang des Respirationstraktes.

Bei genauerer Betrachtung zeigten sich nach Unterteilung in priméare Habitate und
weitere Charakteristika der Mikrobiota allerdings eine Reihe von Unterschieden zwi-
schen den Kompartimenten: so konnten wir eine signifikant hhere Abundanz pri-
mar nasaler Taxa in den unteren Atemwegen nachweisen. Hier fand sich unter den
PPM auch der zu den multiresistenten Problemkeimen gehdrige Acinetobacter hau-
figer.

Ausgehend von raucherassoziierten Lungenerkrankungen zeigte sich bei Patienten
mit COPD ein stadienabhéngig vermehrtes Vorkommen der fir diese Erkrankung
charakteristischen Pathogene Haemophilus und Moraxella in den unteren Atemwe-
gen.

4.1. Mikrobielle Veranderung zwischen oberen und unteren Atemwegen

4.1.1. Nachweis eines identischen Core-Mikrobioms in oberen und unteren
Atemwegen

Der Nachweis eines Core-Mikrobioms in verschiedenen Kompartimenten der Atem-
wege kann als Hinweis flr eine permanente bakterielle Besiedlung gewertet werden
und wurde in mehreren Arbeiten erbracht[14, 15, 108] . Je nach untersuchtem Kom-
partiment der Atemwege, Definition des Begriffes Core-Mikrobiom und Art der Pro-
bengewinnung variieren die als Core-Mikrobiom definierten Taxa.

In unserer Arbeit wurden Prevotella, Streptococcus und Veillonella als Core Taxa
identifiziert. Eine frihe Multicenterstudie von Morris et. al mit einem Kollektiv von 46
Versuchspersonen bestehend aus Rauchern und Nichtrauchern und Entnahme der
gleichen Probenmaterialien wie in dieser Arbeit bestatigt das verbreitete Vorkom-
men der 3 oralen Taxa in den Proben der oberen und unteren Atemwege[109]. Dass

in dieser Studie im Gegensatz zu unserem Patientenkollektiv auch Nichtraucher
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eingeschlossen waren, spricht daflr, dass die Core-Taxa unabhéngig vom Rau-
cherstatus die oberen und unteren Atemwege besiedeln.

Auch die Arbeit von Erb-Downward beschéftigte sich mit der Frage nach einem
Core-Mikrobiom der unteren Atemwege von Rauchern und Nichtrauchern mit und
ohne COPD anhand von BAL. Als Core-Taxa wurden zusatzlich zu den bereits er-
wahnten Taxa Pseudomonas, Fusobacterium, Haemophilus und Porphyromonas
genannt. Anders als in unserer Arbeit gab es bis auf einen schwer an COPD er-
krankten Studienteilnehmer (Tiffeneau-Index 41%; FEV1 25%) nur pulmonal ge-
sunde Personen und weitere mit einem milden bis moderaten Stadium der COPD.
Daher kénnen unterschiedliche Ergebnisse durch die Auswahl des Teilnehmerkol-
lektivs bedingt sein. Zudem wurden Pseudomonas, Streptococcus, Prevotella und
Fusobacterium nur bei Giber 75% der Proben, Haemophilus, Veillonella und Porphy-
romonas lediglich bei Giber 50% der Proben nachgewiesen[14]. Dementsprechend
waren diese Taxa nach unserer stringenteren Definition (=90%) nicht als Core-Taxa

Zu werten.

4.1.2. Einfluss von Taxa unterschiedlicher primarer Habitate auf die Zusam-
mensetzung des Mikrobioms der unteren Atemwege mit Veranderung der al-
pha-Diversitat

Wie in der Einleitung ausgefihrt gilt die Theorie der Sterilitat der Lunge inzwischen
als tberholt[53, 55]. Dickson et al. entwickelten das Modell des ,adapted island mo-
del of lung biogeography“, wonach Mikroaspirationen als Quelle der mikrobiellen
Besiedlung der Lunge auch bei gesunden Individuen anzusehen sind. Das Verhalt-
nis von Immigration und Elimination bakterieller Taxa ist danach als maf3geblich fur
die bakterielle Zusammensetzung in den unteren Atemwegen anzusehen; lokale
Wachstumsfaktoren sind weiterhin bedeutsam fiir eine permanente Besiedlung des
Kompartiments, die bei chronischen Atemwegserkrankungen in den Vordergrund
tritt[68]. Entnommen wurden in dieser Arbeit Burstenabstriche aus dem supraglotti-
schem Raum und BAL-Proben von 15 Individuen an mehreren Entnahmeorten. Je
naher die Probenlokalisation der BAL den oberen Atemwegen war, desto grol3er
war die Ahnlichkeit der Proben zueinander. Die interindividuellen Unterschiede wa-
ren signifikant gro3er gegeniber den intraindividuellen Unterschieden. Diese Arbeit
gibt somit Hinweise fur die Bedeutung des ,microenvironment®, ein Mikrohabitat,

welches durch seine unmittelbaren Umgebungseinflisse wie Temperatur, Oxyge-
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nierung, immunologische Antwort des Wirtes etc. spezifische Wachstumsbedingun-
gen fur Mikroorganismen bereitstellt. Weiterhin zeigte diese Arbeit eine Abnahme
der OTU-Richness in Richtung der peripheren Atemwege.

Auch Venkataraman et al. kamen in vergleichenden Untersuchungen mit Mundspi-
lungen und BAL bei 64 gesunden Individuen zur gleichen Schlussfolgerung, dass
die mikrobielle Komposition der unteren Atemwege in erster Linie aus immigrierten
Taxa durch Mikroaspirationen aus dem Oropharynx stammt[110]. Mit der Source-
Tracker-Analyse haben wir diese Annahme methodisch weiterfihrend untersucht.
Unsere Ergebnisse konnten die vorherigen Erkenntnisse tendenziell bestatigen,
zeigten aber auch, dass es zusatzliche Einflisse geben muss, die die Zusammen-
setzung des Mikrobiom der unteren Atemwege mitbedingen.

In unserer Arbeit konnten wir eine signifikant grof3ere Diversitat und Evennes in den
unteren Atemwegen nachweisen. Diese Beobachtung verhéalt sich kontrar zur allei-
nigen Mikroaspirationstheorie, da ein tiberwiegender Einfluss der mikrobiellen Flora
aus den oberen Atemwegen zu einer sehr ahnlichen Diversitét in den unteren Atem-
wegen fuhren musste. Gerade bei einer deutlichen Reduktion der bakteriellen Bio-
masse in den unteren Atemwegen um etwa zwei Zehnerpotenzen, die wir Uberein-
stimmend mittels gPCR zu Arbeiten von Charlson et al. und Segal et al. zeigen
konnten[52, 53], ist es naheliegend, dass entsprechend der Mikroaspirationstheorie
ein Eintrag von Mikroorganismen in einen mikrobiell nur spérlich besiedelten Raum
wie den unteren Atemwegen, einen umso grol3eren Einfluss auf die mikrobielle Zu-

sammensetzung nehmen sollte.

Zu berucksichtigen ist, dass bei schwindender bakterieller Biomasse und folglich
geringer bakterieller rRNA die Gefahr der Probenkontamination steigt. Salter et al.
konnten Kontaminationen durch DNA Extraktions-Kits nachweisen[111, 112]. Wei-
tere typische Kontaminationsquellen werden von Weiss et al. beschrieben[113].

Zur Vermeidung von Kontaminationen hielten wir uns an die aktuellen Standards in
der Literatur[28]. Wir gehen deshalb bei unseren Ergebnissen von weitestgehend

kontaminationsfreien Ergebnissen aus.

Es stellte sich daher die Frage wie die grof3ere a-Diversitat in den unteren Atemwe-
gen in unserem Kollektiv zu erklaren ist. In der Source Tracker Analyse konnten wir
zeigen, dass 54% der Taxa der unteren Atemwege dem Rachenabstrich als Quelle

zuzuordnen ist, was wiederum mit der Mikroaspirationshypothese erklart werden
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kann. 46% hingegen blieben in Ihrer Quelle unbekannt. Diese Ergebnisse spiegeln
exakt die Ergebnisse des Teilkollektivs der Lungenteilresektionen aus der Arbeit
von L.R wider[15] und deuten darauf hin, dass neben der Mikroaspirationstheorie
weitere maf3gebliche Faktoren an der Zusammensetzung der mikrobiellen Zusam-
mensetzung der unteren Atemwege beteiligt sind.
Zur weiteren Klarung dieser Frage analysierten wir die taxonomische Verteilung im
Rahmen der relativen Abundanzen auf Phylum- und Genusniveau. Wie in den Ar-
beiten von Bassis et al. und Venkataraman et al.[55, 110] konnten wir jeweils eine
insgesamt vergleichbare Verteilung der Taxa in den oberen und unteren Atemwe-
gen zeigen. Proteobakterien lie3en sich in unserer Arbeit allerdings signifikant h&au-
figer in den unteren Atemwegen nachweisen.
Auf Genusniveau fand eine Reduktion des Anteils der aus Vertretern des oralen
Mikrobioms bestehenden Core-Taxa von 68% in den oberen Atemwegen zu 52%
in den unteren Atemwegen statt, wahrend der Anteil an ,anderen Taxa um den
gleichen Anteil zunimmt (vgl. 3.2.2.1.). Diese anteilsmalf3ige Verschiebung passt zur
von uns beobachteten Zunahme der Diversitat und Evenness, da die von uns de-
tektierten Core-Taxa sich vorwiegend dem oralen Raum als primares Habitat zu-
ordnen lassen und somit in der Mikroaspirationstheorie eine entscheidende Rolle
spielen.
Bei néherer Betrachtung der von uns nachgewiesenen Unterschiede der a-Diversi-
tat fallt auf, dass der Simpson Diversitatsindex im Gegensatz zum Shannon-Index
keinen signifikanten Unterschied zwischen oberen und unteren Atemwegen zeigt.
Die scheinbar widersprichlichen Ergebnisse lassen sich bei naherer Betrachtung
Uber die jeweilige Messmethode erklaren. Im Shannon-Index finden wenig abun-
dante Taxa eine bessere Gewichtung. Der Simpson Index wird stattdessen von den
dominanten Taxa mal3geblich beeinflusst[114].
Aus diesen Uberlegungen ergeben sich fiir unser Kollektiv folgende Schliisse:
- Durch die Mikroaspirationstheorie I&sst sich die Pradsenz der Mehrzahl der
detektierten Taxa in den unteren Atemwegen erklaren
- Die erhdhte a-Diversitat in den unteren Atemwegen erklart sich am ehesten

durch das Vorhandensein niedrig abundanter Taxa aul3erhalb des Spekt-

rums oraler Core-Taxa.
Wir bildeten daher unabhangig von den relativen Abundanzen Subgruppen anhand

primarer Habitate, sowie eine Subgruppe von PPM, die in dem von uns untersuch-
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ten Kollektiv eine grofRere Rolle spielen kdnnten. Die Definition respiratorischer Er-
reger als PPM erfolgte in Zeiten kulturbasierter mikrobiologischer Diagnostik zur
Kennzeichnung von Spezies, deren Nachweis bei Grunderkrankungen wie der
COPD haufiger mit chronischer Besiedlung, aber auch akuten Infektionen assoziiert
ist. Hierdurch konnten wir eine signifikante Zunahme der primar dem nasalen Mik-
robiom zuzuordnenden Taxa Propionibacterium, Staphylococcus und Corynebac-
terium, sowie dem PPM Acinetobacter in den unteren Atemwegen nachweisen.
Bassis et. al beschrieben zwar in lhrer Arbeit zum Einfluss von nasalen, oralen und
gastrointestinalen Bakterien auf das Mikrobiom der unteren Atemwege bei 28 ge-
sunden Individuen einen geringen Einfluss der nasalen Taxa, konnten allerdings
keinen signifikanten Nachweis einzelner Taxa fuhren[55]. Ein Unterschied in beiden
Arbeiten besteht einerseits im betrachteten Patientenkollektiv, andererseits in der
Probengewinnung. Wahrend Bassis et al. ausschliel3lich gesunde Raucher und
Nichtraucher untersuchten, sowie gezielte nasopharyngeale Abstriche entnahmen
finden sich in unserer Studie zu 58% an COPD erkrankte Versuchspersonen, 77%
Lungenkarzinompatienten und in 41% Emphysematiker mit Probenentnahmen von
der Rachenhinterwand. In beiden Kollektiven gab es keine akuten Atemwegserkran-
kungen oder Exazerbationen der Grunderkrankung zum Untersuchungszeitpunkt.
Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnten dementsprechend auf das Vorhanden-
sein der strukturellen Lungenerkrankung zurtickzufihren sein. Durch beeintrach-
tigte mukozilidre Clearance und veranderte Wachstumsbedingungen konnte die In-
halation nasaler Taxa in unserem Kollektiv erleichtert und die Elimination erschwert
worden sein. Die Auswirkungen sich andernder lokaler Wachstumsbedingungen
wurden in den Arbeiten von Dickson et al. ausfuhrlich beschrieben[62, 63].

Zusammenfassend stellen wir in unserer Arbeit eine im Wesentlichen einheitliche
mikrobielle Signatur der oberen und unteren Atemwege fest. Der Grof3teil der Taxa
in den unteren Atemwegen lasst sich Uber eine die Mikroaspirationstheorie mit den
Uberwiegenden oralen Core-Taxa erklaren. Bei genauerer Betrachtung fallt jedoch
eine groRRere Diversitat in den unteren Atemwegen auf. Wir konnten zeigen, dass
diese unter anderem durch primar nasale Taxa unabhangig von der Mikroaspiration
detektiert werden kénnen. In wie fern diese Taxa die Lunge permanent besiedeln
oder die Immigration, mangelnde Elimination oder die lokalen Wachstumsverhalt-
nisse bei einer stattgehabten oder aktiven Raucheranamnese begunstigt werden,
l&sst sich in dieser Arbeit nicht klaren. Ein Argument fur die Bedeutung der mikro-

biellen Besiedlung der unteren Atemwege liefert L.R. et al in ihrer Arbeit. Hier konnte
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anhand von vergleichenden Untersuchungen von BAL und Lungengewebe in einem
Teilkollektiv eine unterschiedliche mikrobielle Komposition beider Probenmaterialen
ausgemacht werden. Wahrend in der BAL die gleichen Bakterien wie in dieser Ar-
beit detektiert wurden, konnten im Lungengewebe auf Phylumebene Actinobacteria,
sowie auf Genusebene Propionibacterium und Pseudomonas nachgewiesen wer-
den. Diese Befunde unterstreichen die Bedeutung des vermehrten Nachweises der
nasalen Taxa und der Proteobakterien in den unteren Atemwegen und weisen auf

deren mogliche Rolle als Filter vor dem alveolaren Kompartiment hin[15].

4.2. Einfluss von pulmonalen Risikofaktoren und Komorbiditaten auf die mik-

robielle Zusammensetzung der unteren Atemwege

4.2.1. Das Rauchen als fuhrender Risikofaktor fuir pulmonale Erkrankungen
nimmt keinen direkten Einfluss aus das Mikrobiom der unteren Atemwege
Das Rauchen, als auch das Passivrauchen sind als Risikofaktoren fiir eine Vielzahl
an Erkrankungen bekannt. Neben zahlreichen Malignomerkrankungen unterschied-
licher Organsysteme, unter anderem der Lunge[115], sind auch strukturelle Organ-
schaden z.B. auf das kardiovaskulare System[116] oder der Lunge, allen voran die
COPDI[117], auf das Rauchen zurtckzufiuhren. Aus aktuellem Anlass kdnnen auch
im Zuge der COVID-19-Pandemie erste Studien ein schlechteres Outcome der be-
troffenen Patienten mit einer positiven Raucher- und COPD Anamnese bele-
gen[118].

In wie fern das Rauchen bzw. der Raucherstatus einen direkten Einfluss auf das
pulmonale Mikrobiom nehmen ist nur in wenigen Arbeiten beschrieben. In dieser
Arbeit konnten wir zeigen, dass es keine direkte Assoziation eines aktiven im Ver-
gleich zu terminierten inhalativen Tabakkonsums auf das Mikrobiom der unteren
Atemwege gibt. Auch die kumulative Zahl der pack years zeigt keine Assoziation
zur Diversitat des Mikrobioms in den unteren Atemwegen. Diese Erkenntnisse de-
cken sich mit den wenigen vorangegangenen Arbeiten. BAL-Proben von 29 gesun-
den Individuen mit einem aktiven (9), stattgehabten (14) und niemals (9) erfolgten
Tabakkonsum untersuchten Segal et al.. Rauchen hatte Ubereinstimmend zu unse-
rer Arbeit keine Verbindung zu der mikrobiellen Zusammensetzung der Atemwege,
a- oder B Diversitat [53]. Auch Morris et al. konnten in einer Multicenter-Studie mit
46 pulmonal gesunden Rauchern und Nichtrauchern keine Veranderung der mikro-

biellen Zusammensetzung in BAL-Proben aus den unteren Atemwegen nachwei-
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sen[77]. Obwonhl in unserem Kollektiv keine Nichtraucher vorhanden waren und da-
mit die Analyse des Einflusses des Rauchens auf das Mikrobiom der unteren Atem-
wege eingeschrankt ist, lassen unsere, als auch die vorangegangenen Arbeiten den
Schluss zu, dass der Raucherstatus fur sich betrachtet nicht mit Veranderungen der
mikrobiellen Komposition der unteren Atemwege assoziiert ist.

Aus diesen Befunden ergibt sich die Frage, welche Faktoren bei Raucher-assozi-
ierten Erkrankungen zur Veranderung des Mikrobioms in den unteren Atemwegen
beitragen. Erb-Downward et al. lieferten hierzu in ihrer Arbeit erste Hinweise. Sie
untersuchten anhand von BAL-Proben in einem kleinen Kollektiv von 3 Nichtrau-
chern mit normaler Lungenfunktion, 7 Rauchern mit normaler Lungenfunktion und
4 Rauchern mit einer COPD im exazerbationsfreien Intervall die mikrobielle Zusam-
mensetzung der unteren Atemwege. Sie fanden keinen Unterschied zwischen der
Subgruppe der Raucher und Nichtraucher. Die COPD Subgruppe wies hingegen
eine geringere Diversitat gegentber den anderen Subgruppen auf[14]. Obwohl das
Rauchen die Immunabwehr in den unteren Atemwegen beeintrachtigt[72-74],
scheint also erst eine strukturelle Veranderung einen pragenden Einfluss auf das
Mikrobiom der unteren Atemwege bei Rauchern zu haben. Eine Liste von Faktoren,

die diese Bedingungen determinieren findet sich in der Arbeit von O"Dwyer et al.[7].

4.2.2. Der Schweregrad der COPD beeinflusst die Kolonisation der unteren
Atemwege mit potentiell pathogenen Erregern

Wir konnten bereits bei der vergleichenden Analyse des Mikrobioms in den oberen
und unteren Atemwegen im Gesamtkollektiv signifikante Unterschiede im Vorkom-
men von nasalen Taxa, als auch PPM nachweisen. Fur chronische Atemwegs- und
Lungenerkrankungen sowie deren Exazerbationen konnte in mehreren Studien eine
Veranderung der mikrobiellen Signatur der Atemwege nachgewiesen werden. Eine
starke Korrelation von PPM wie Moraxella catarrhalis oder auch Haemophilus spp.
konnte mit dem Vorliegen von Asthma bronchiale gezeigt werden[65, 119, 120]. Bei
der COPD konnte ebenfalls der Eintrag von PPM in die unteren Atemwege bei fort-
geschrittenem Stadium der Erkrankung sowie mit dem Auftreten akuter Exazerbati-
onen nachgewiesen werden[82, 121, 122]. Wir untersuchten, in wie fern sich diese
Veranderungen bei COPD im exazerbationsfreien Intervall in unterschiedlichen Sta-
dien widerspiegeln.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass bei mild-moderater COPD die PPM Ha-

emophilus und Moraxella signifikant vermehrt auftreten. Es ist auf Basis kultureller
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Untersuchungen seit langem bekannt, dass Non-typeable Haemophilus influenzae
(NTHi) zu den haufigsten Erregern akuter Exazerbationen (AECB) der COPD zéahlt
und auch persistierende entziindliche Prozesse der unteren Atemwege triggern
kann [123, 124]. Auch in sputumbasierten Mikrobiomarbeiten von Huang et al., so-
wie Jubinville et al. konnten diese beiden Erreger wahrend einer AECB haufiger
nachgewiesen werden. Huang et al. konnte aul3erdem eine Zunahme von Ac-
tinobacteria, Clostridien und Bacteroidetes zeigen. Interessanterweise konnten ne-
ben Haemophilus influenzae auch dessen phylogenetisch eng verwandten Taxa
vermehrt nachgewiesen werden[125]. Dementsprechend zeigt diese Arbeit, dass
neben den Leitkeimen der exazerbierten COPD auch ein nicht unerheblicher Teil
bislang nicht beachteter Taxa mitreagiert und eine vermutlich unterschatzte Rolle
spielt. Jubinville et al. fanden einen mikrobiellen Shift, der in einer relativen Zu-
nahme von Proteobacterien, Firmicuten oder Bacteroideten resultierte. Streptokok-
ken und Moraxella wurden vor allem im Sputum in AECB von an schwer an COPD
erkrankten Versuchspersonen vermehrt nachgewiesen[126]. Sethi et al. konnten
ebenfalls NTHi und Moraxella catarrhalis bei AECB nachweisen[127]. In einer lon-
gitudinalen Studie mit einem follow up von 1 Jahr konnten Mayhew et al. anhand
von Sputumproben zeigen, dass eine Dysbiose (s. 1.1.8.) zu vermehrten Exazerba-
tionen fuhrt. Diese werden jedoch von bereits im exazerbationsfreien Intervall vor-
handenen und nicht von neu aufgetretenen Taxa verursacht. Zu diesen Taxa geho-
ren Moraxella und Haemophilus[83].

In unserem Kollektiv handelt es sich allesamt um Versuchspersonen ohne aktuelle
oder kirzlich stattgehabte Exazerbation. Unsere Ergebnisse bestatigen daher kul-
turabhéngige Arbeiten [30, 31], dass sowohl Haemophilus als auch Moraxella die
Lunge in stabilen Krankheitsverlaufen kolonisieren. Bei n&herer Betrachtung fallt
jedoch auf, dass das vermehrte Vorkommen sich auf die milde Form der COPD
bezieht, wahrenddessen Moraxella sich in der schweren Auspragung der COPD
nicht nachweisen und Haemophilus signifikant weniger finden lasst. Wir stellten uns
daher die Frage welche Griinde es fir diese Beobachtung gibt. Ein Hinweis kann
die auf Lungengewebe basierende Arbeit von Sze et al liefern. Hier wurden 40 Lun-
gengewebsproben von COPD Patienten im Stadium GOLD 4 gegen 28 Kontrollpro-
ben ohne COPD sowohl einer Mikrobiomanalyse, als auch einer quantitativen his-
topathologischen Untersuchung unterzogen. Es zeigte sich, dass Haemophilus in-

fluenzae mit der Anzahl der terminalen Bronchiolen korreliert und dementsprechend
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in fortgeschrittenen Stadien kaum zu finden ist[128]. Dies deckt sich mit den Ergeb-
nissen unserer Arbeit. Dementsprechend kann das Vorkommen von Haemophilus
infuenzae als Hinweis fur die erhaltene bronchiale Feinstruktur, welche im Spatsta-
dium mit zunehmendem emphysematdosem Lungengewebsumbau verloren geht,
gedeutet werden. Einen weiteren Hinweis dafir, dass NTHI eher in friiheren Stadien
der COPD die Lunge kolonisiert, liefert der Studienarm des Lungengewebes, wel-
ches von Frau L.R. untersucht wurde. NTHi lie3 sich im Lungengewebe kaum nach-
weisen, wahrenddessen bei allerdings kleiner Subgruppe in Spéatstadien Pseu-
domonas vermehrt nachgewiesen werden konnte[15].

Eine andere Erklarung fur diese Beobachtung kann die immunologische Antwort
des Wirtes auf das jeweilige Bakterium liefern. Bei Caramori et al. findet sich eine
Ubersicht immunologischer Mechanismen, die in der stabilen COPD mit zunehmen-
dem Schweregrad und dementsprechend zunehmender Atemwegsobstruktion her-

aufreguliert werden[129].

4.2.3. Emphysematdse Lungenveranderungen zeigen keinen Einfluss auf die
mikrobielle Zusammensetzung der unteren Atemwege

Das Lungenemphysem stellt eine strukturelle Lungenerkrankung dar und tritt bei
Rauchern mit COPD meist als zentrilobulares Lungenemphysem auf[87].

In der bislang nur spéarlich vorhandenen Literatur konnte von Liu et al. anhand von
Lungengewebsproben von 40 schweren Rauchern mit und ohne Lungenemphysem
eine Abnahme der Evenness und dem Shannon-Index in der Gruppe mit nachge-
wiesenem Emphysem gezeigt werden[130]. In dieser Arbeit konnten wir keinen Un-
terschied in der mikrobiellen Zusammensetzung von einem emphysematos veran-
derten Probenlappen gegeniber einem Lappen ohne Emphysem nachweisen. Die
unterschiedlichen Ergebnisse kénnen insbesondere auf das unterschiedliche Pro-
benmaterial (Lungengewebe vs. BAL) und unterschiedliche Kollektive (aktive Rau-
cher vs. Raucher und Ex-Raucher) zurlickzufiihren sein.

Eine Limitation der Analyse dieser Arbeit besteht in der radiologischen Einteilung
des Lungenemphysems. Sie wurde qualitativ anhand von Untersuchungen unter-
schiedlicher Einrichtungen im Rahmen der klinischen Diagnostik durch einen erfah-
renen Radiologen des UK-SH Lubeck durchgefiihrt, was die Standardisierbarkeit

erschwert.
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Es bleibt daher Gegenstand zuktinftiger Arbeiten diese Fragestellung anhand eines
grolReren Kollektivs und quantitativ unter standardisierten computertomographi-
schen Bedingungen zu bearbeiten. Engel et al. und Subramanian et al. zeigen die-
ses anhand der quantitativen Computertomographie. Bei diesem Verfahren wertet
eine Software nicht nur die durchschnittlichen Dichtewerte, sondern analysiert jedes

einzelne dreidimensionales Pixel, ein sogenanntes Voxel[131, 132].

4.2.4. Lungenkarzinome

Die Analyse mikrobieller Besiedlung der unteren Atemwege bei unterschiedlichen
Karzinomentitaten der Lunge und ihre mdgliche pathogenetische Bedeutung ist ein
neues Feld der pulmonalen Krebsforschung. Als potentielle Mechanismen der Mik-
robiom-getriggerten Kanzerogenese beschreiben Maddi et al. 1. Die Schaffung ei-
nes inflammatorischen Milieus, 2. Metabolische Effekte einer Dysbiose und 3. Die
maogliche Gentoxizitat einzelner Taxa[133]. Aufgrund des hohen Anteils der Lungen-
karzinome an allen Karzinomentitaten und der je nach histologischem Subtyp hohen
Letalitat fokussieren sich die wissenschaftlichen Erwartungen vornehmlich auf den
Nachweis bakterieller Biomarker zur frihen Detektion maligner Lungenerkrankun-
gen.

Die bisherige Literatur weist bezogen auf die mikrobielle Zusammensetzung der
Atemwege bei Karzinomerkrankungen der unteren Atemwege sehr heterogene Er-
gebnisse auf. Eine Vielzahl der auf BAL-Proben basierenden Arbeiten stammt aus
dem asiatischen Raum und weist vor allem eine unterschiedliche B-Diversitat zwi-
schen Kontroll- und Karzinomgruppe auf[134, 135], wahrenddessen die a-Diversitat
sich nicht unterscheidet[136]. In der Arbeit von Cheng et al. liel3 sich auf Phylume-
bene TM7 und auf Genusebene TM7-3, Capnocytophaga, Sediminibacterium,
Gemmiger, Blautia und Oscillospira signifikant haufiger in der Karzinomgruppe
nachweisen[135]. Im US-amerikanischen Raum wurde zuletzt vermehrt auf Sputum
und Lungengewebe basierten Studien zu diesem Thema gesetzt. Hier konnten mik-
robielle Unterschiede je nach Karzinomentitdten beschrieben werden. Greathouse
et al. konnten ein vermehrtes Auftreten von Acidovorax, Comamonas, Klebsiella,
Rhodoferax und Polaromonas bei kleinzelligen Karzinomen im Gegensatz zu A-
denokarzinomen nachweisen[94].

In dieser Arbeit fanden wir bei kleinen Fallzahlen keine Hinweise auf spezifische
mikrobielle Signaturen in den unteren Atemwegen in den Subgruppen der Adeno

(AC)- und Plattenepithelkarzinome (SCC), wie auch im Vergleich zu Patienten ohne
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Karzinomnachweis in der histologischen Aufarbeitung. Lediglich die kleinzelligen
Karzinome wiesen eine differente mikrobielle Signatur gegeniiber den anderen Sub-
gruppen auf. Bei einer Subgruppengréf3e von n=3 lassen sich in dieser Arbeit die
Ergebnisse nicht weiter statistisch aufarbeiten.

Mogliche Griinde fur die Heterogenitat der bisherigen Literatur, sowie die Unter-
schiede zu unseren Ergebnissen lassen sich durch Differenzen in der Zusammen-
setzung des Patientenkollektivs wie z.B. der ethnischen Herkunft, die Praanalytik
(Sputum vs. BAL vs. Lungengewebe; Probenentnahme aus Tumorgewebe oder be-
nachbarten Strukturen), Komorbiditaten (Einfluss struktureller Lungenerkrankungen
wie der COPD) etc. erklaren. Die Betrachtung des Venn-Diagramm (Abb.: 11) zeigt
bereits in unserem verhaltnismaRig kleinen Kollektiv eine hochgradige Uberlappung
wesentlicher Einflussfaktoren auf das pulmonale Mikrobiom, wodurch die Analyse
der tumorbedingten Veranderungen auch unabhangig von deren histologischer He-
terogenitat erschwert ist.

Aufgrund der Komplexitat bedarf es einer groReren Multicenterstudie mit ausrei-
chender Fallzahl, die sowohl Lungengewebe, Sputum, als auch Material aus den

unteren Atemwegen miteinander vergleicht.

Ausblick:

Alles in allem ist das Verstandnis des pulmonalen Mikrobiom im letzten Jahrzehnt
rasant gewachsen. Unsere Arbeit hat hierzu einen Beitrag in einem Kollektiv aus
Rauchern und Ex-Rauchern mit und ohne COPD geleistet. Durch die Weiterent-
wicklung der Sequenziermethoden gelingt es seit kurzer Zeit, die Interaktion der
mikrobiellen Taxa untereinander und mit dem Wirt genauer zu betrachten und zu
verstehen. Damit werden sowohl die protektive Wirkung eines homdoostatischen
Mikrobioms als auch die Dysbiose und deren funktionelle Auswirkung auf Gesund-
heit und Krankheit besser verstanden. Mit diesen sogenannten Third-Generation-
Sequencing-Methoden kdnnen zukinftige Forschungsergebnisse mit mehr Rele-
vanz fur Diagnostik und Therapie entziindlicher Lungenerkrankungen erwartet wer-
den. Inwiefern sie die Erwartungen im Bereich der Friherkennung des karzinoge-
nen Wachstums anhand von mikrobiellen Biomarkern oder folgend der Entwicklung
therapeutischer Optionen erfullen kdnnen, werden die zukinftigen Arbeiten zeigen

mussen.
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5. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde das Mikrobiom der oberen und unteren Atemwege verglei-
chend anhand von Rachenabstrichen und bronchoalveolaren Lavagen an einem
Kollektiv aus 31 Rauchern und Ex-Rauchern mit und ohne Raucher-assoziierten
Erkrankungen untersucht. Die Analyse der Proben erfolgte mit Hilfe des MiSeq-Se-
quenzierers der Firma lllumina®, einer Next-Generation-Sequencing-Methode. Die
Analyse der Herkunft von Taxa in den unteren Atemwegen wurde mittels Source-
Tracker durchgefuhrt.

Beim Vergleich von oberen und unteren Atemwegen fand sich eine deutliche Ab-
nahme der bakteriellen Biomasse nach distal. In den unteren Atemwegen konnten
wir eine grol3ere Diversitat und Evenness nachweisen. Auf Phylumebene konnten
wir Proteobakterien haufiger in der bronchoalveolaren Lavage nachweisen. Sowohl
in den oberen, als auch in den unteren Atemwegen konnten wir 3 identische Core
Taxa isolieren, welche dem Oropharynx als primarem Habitat zuzuordnen sind.
Diese Beobachtung stiitzt die sogenannte Mikroaspirationstheorie, welche Mikro-
aspirationen aus den oberen Atemwegen als Hauptquelle fir die mikrobielle Besied-
lung der unteren Atemwege ansieht. Die folgende Source-Tracker Analyse zeigte
allerdings, dass nur 54% der nachgewiesenen Taxa den Mikrobiota der oberen
Atemwege direkt als Quelle zuzuordnen sind. Gemeinsam mit der héheren a-Diver-
sitdt aus den Proben der bronchoalveolaren Lavage deuteten wir dieses Ergebnis
als Hinweis fir eine Besiedlung der unteren Atemwege auch durch Taxa aufRerhalb
des oralen Mikrobioms. In den daraus folgenden Untersuchungen der relativen
Abundanzen unter Betrachtung primérer Habitate zeigte sich ein vermehrtes Vor-
kommen nasaler Taxa und einigen potentiell pathogenen Mikroorganismen in den
unteren Atemwegen, ein Hinweis auf eine Besiedlung der unteren Atemwege durch
ein distinktes Mikrobiom, das sich nicht allein durch die Mikroaspirationstheorie er-
klaren lasst.

In den Untersuchungen zu Risikofaktoren und Komorbiditaten fand sich bei Patien-
ten mit COPD stadienabhangig ein vermehrter Nachweis der mit dieser Erkrankung
assoziierten Genera Haemophilus und Moraxella. Da es sich in unserem Kollektiv
um Patienten aul3erhalb akuter Exazerbationen handelte, interpretierten wir diesen
Befund als Hinweis fur eine permanente Besiedlung bei struktureller Lungenerkran-
kung. Die Uberpriifung verschiedener Karzinomentitaten auf die mikrobielle Zusam-
mensetzung der unteren Atemwege zeigte ein sehr heterogenes Bild. Unterschiede
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zwischen den histologischen Subtypen des Lungenkarzinoms konnten hierbei eine
Rolle spielen.

Inzwischen haben sich die Mikrobiom-Analysen weiterentwickelt. Da hier eine exak-
tere Sequenzierung unter Einschluss nichtbakterieller Erreger, als auch Analysen
der Interaktion der Taxa untereinander und zwischen Mikrobiota und dem Wirt m6g-
lich sind, kdnnen innovative Erkenntnisse bezogen auf das pulmonale Mikrobiom

bei entziindlichen und neoplastischen Lungenerkrankungen erwartet werden.
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7. Anhang

7.1. Verwendete Primer
Liste der verwendeten Primer fir die Amplifikation der V3/V4-Region der bakteriel-
len 16S rRNA

Primer Nukleotid-Sequenz (5 — 3)

V3F_Seq TATGGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V4R_Seq AGTCAGTCAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

Index_V3V4 | ATTAGAWACCCBDGTAGTCC GG CTGACTGACT

V3F_MID1 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC ATCGTACG TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID2 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC ACTATCTG TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID3 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC TAGCGAGT TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID4 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC CTGCGTGT TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID5 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC TCATCGAG TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID6 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC CGTGAGTG TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID7 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC GGATATCT TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID8 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC GACACCGT TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID9 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC CTACTATA TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID10 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC CGTTACTA TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID11 |AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC AGAGTCAC TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID12 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC TACGAGAC TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID13 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC ACGTCTCG TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID14 | AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC TCGACGAG TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG
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V3F_MID15

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC GATCGTGT TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V3F_MID16

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC GTCAGATA TAT-
GGTAATT GG CCTACGGGAGGCAGCAG

V4R_MID_A

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT AACTCTCG AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_B

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT ACTATGTC AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4AR_MID_C

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT AGTAGCGT AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_D

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CAGTGAGT AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4AR_MID_E

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CGTACTCA AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_F

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CTACGCAG AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

VAR_MID_G

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GGAGACTA AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_H

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GTCGCTCG AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_|

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GTCGTAGT AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4AR_MID_J

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TAGCAGAC AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_K

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TCATAGAC AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4AR_MID_L

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TCGCTATA AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID M

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT AAGTCGAG AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_N

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT ATACTTCG AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_O

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT AGCTGCTA AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_P

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CATAGAGA AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4AR_MID_Q

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CGTAGATC AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT
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VAR_MID_R

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT CTCGTTAC AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4AR_MID_S

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GCGCACGT AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_T

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GGTACTAT AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_U

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT GTATACGC AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

V4R_MID_V

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TACGAGCA AGTCAGT-
CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

VAR_MID_ | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TCAGCGTT AGTCAGT-
w CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT
VAR_MID_X | CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT TCGCTACG AGTCAGT-

CAG CC GGACTACHVGGGTWTCTAAT

Sequenzen der verwendeten Primer fir die g°PCR

16Sr Forward AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
16Sr Reverse TGCTGCCTCCCGTAGGAGT

18s Forward TCAAGAACGAAAGTCGGAGG
18s Reverse GGACATCTAAGGGCATCACA
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7.2. Aufklarungsbogen

Aufklarungsbogen fir die Studie ,,Die Bedeutung des Mikrobioms der unteren

Atemwege bei COPD und im humanen Lungeninfektionsmodell*

Sehr geehrte Studieninteressentin, sehr geehrter Studieninteressent,

hiermit mochten wir Sie zusatzlich zum persénlichen Gespréach tber das geplante
Vorhaben informieren. Bitte lesen Sie dieses Informationsblatt sorgfaltig durch. Bitte
sprechen Sie uns an, wenn Sie etwas nicht verstehen oder wenn Sie zusatzlich
etwas wissen mochten.

Die Studie ,Die Bedeutung des Mikrobioms der unteren Atemwege bei COPD und
im humanen Lungeninfektionsmodell“ wird unter Leitung von Professor Zabel und
Professor Dalhoff durchgefiihrt. Sie kdnnen sich jederzeit an den aufklarenden Arzt
wenden oder direkt an die Medizinische Klinik 1ll, Station 43L, UK-SH, Campus
Libeck, Ratzeburger Allee 160, 23538 Lubeck, Tel.: 0451-5002334.

Fir diese Studie zu Mechanismen des Immunsystems in der Lunge fuhren wir Un-
tersuchungen durch, bei denen es darum geht, die Bedeutung von Krankheitserre-
gern fir die Aktivierung des Immunsystems herauszufinden. AuRerdem soll geklart
werden, welche Krankheitserreger Uberhaupt bei chronisch kranken und auch lun-
gengesunden Patienten eine Rolle spielen und ob es Unterschiede in der bakteriel-
len Besiedelung der Lunge (,Mikrobiom®) gibt.

Man vermutet, dass Infektionen mit bestimmten Krankheitserregern (z.B. Bakterien
oder Viren) auch dafir verantwortlich sind, dass chronische Umbauprozesse in
Gang gesetzt werden oder schneller ablaufen als im gesunden Lungengewebe. Die

genauen Mechanismen sind jedoch noch unklar.

Als Teilnehmerin/ Teilnehmer an dieser Studie bitten wir Sie darum, entsprechende
Untersuchungen in bestimmten Lungenzellen (Alveolarmakrophagen, Bronchial-
epithelzellen) sowie im entnommenen Lungengewebe durchflihren zu dirfen.

Wenn bei Ihnen eine Lungenspiegelung durchgefihrt wird, mdchten wir mit einer
kleinen Spilung (Brochoalveolare Lavage, BAL) Zellen enthehmen und diese im
Labor untersuchen. Wahrend der Lungenspiegelung wollen wir auch versuchen, mit
einem kleinen Mikroskop direkt auf der Schleimhaut der Bronchien Bakterien oder

Schaden an den Zellen nachzuweisen.
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Sollte bei Ihnen eine Lungen-Operation durchgefuhrt werden, bei der Gewebe ent-
nommen wird, méchten wir Sie bitten, das Gewebe, das nicht fir Ihre Untersuchun-
gen bendotigt wird, fir unsere Studie nutzen zu dirfen.

AulRerdem bitten wir Sie darum, Daten aus lhrer Vorgeschichte sowie Befunde, die
wahrend lhres Krankenhausaufenthaltes erhoben werden, fur die Studie dokumen-

tieren zu durfen.

Aus Ihren Patientendaten und den Experimenten mit lhren Zellen und lhrem Lun-
gengewebe erhoffen wir uns, einen Zusammenhang zwischen einer bakteriellen Be-
siedelung der Lunge, Schaden durch Rauchen und der Erkrankung COPD aufde-
cken zu kénnen. Die entnommenen Lungenzellen und das Lungengewebe, das fur
die Diagnostik nicht benétigt wird, werden auf Krankheitserreger und aktivierte Ab-
wehrmechanismen untersucht. Die gewonnenen Erkenntnisse sind dabei eher von
allgemeinem Interesse; neue Untersuchungsergebnisse fiir Sie personlich werden
sich nicht daraus ergeben. Das Material wird bis zum Abschluss der Studie aufbe-

wahrt, eine kommerzielle Verwertung wird nicht erfolgen.

Naturlich fihren wir die Materialentnahme bei Ihrer Untersuchung nur durch, wenn
hierdurch kein erhdhtes Risiko fur Sie besteht. Risiken der Lungenspiegelung, mit
denen grundsatzlich gerechnet werden muss, ergeben sich aus dem beigefligten
Aufklarungsformular zur Bronchoskopie oder Lungen-Operation, welches wir Sie
bitten mochten, aufmerksam durchzulesen. Durch unsere Untersuchungen verlan-
gert sich die Bronchoskopie-Zeit um etwa 5-10min, der Verlauf einer Lungen-Ope-
ration andert sich durch unsere Studie nicht. Es bestehen keine zusatzlichen Risi-
ken Uber die bekannten Bronchoskopie- und OP-Risiken hinaus, da fur die Unter-

suchungen kein zusatzliches Material invasiv entnommen wird.

Als Studienteilnehmerin/ Studienteilnehmer besteht fir Sie kein zusatzlicher zeitli-
cher oder finanzieller Aufwand. Mit Abschluss der Untersuchung endet fir Sie die
Studie, Uber die Routine hinausgehende zusatzliche Nachuntersuchungen sind
nicht erforderlich. Tritt im Rahmen der Studiendurchfiihrung ein Schaden auf, der
den Studienteilnehmern durch das schuldhafte Verhalten eines Beschaftigten des
Universitatsklinikums Schleswig-Holstein (UK-SH) zugefugt wurde, haftet die ge-
setzliche Haftpflicht des UK-SH.
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Ihre Teilnahme an dieser Studie ist freiwillig. Nattrlich kdonnen Sie jederzeit ohne
Angabe von Grunden lhre Teilnahme an der Studie beenden, ohne dass lhnen
dadurch Nachteile im Hinblick auf die Behandlung oder Ihr Verhaltnis zu lhrer be-
handelnden Arztin bzw. Ihrem Arzt entstehen. Nach Beendigung lhrer Teilnahme

werden keine weiteren Daten von lhnen erhoben.

Datenschutzrechtliche Informationen

Fur die Datenverarbeitung verantwortlich ist Professor Dalhoff, der Studienleiter.
Die Datenerhebung erfolgt zum Zweck des oben genannten Forschungsvorhabens.
Zu den Daten, die wir erheben, gehotren Alter, Allergien, Raucherstatus, Vorerkran-
kungen, Medikamenteneinnahme und aktuelle medizinische Befunde (z.B. Blut-
werte). lhre Daten werden in pseudonymisierter Form, d.h. ohne direkten Bezug zu
Ihrem Namen, elektronisch gespeichert und ausgewertet. Die Bestimmungen des
Datenschutzgesetzes werden eingehalten. Zugriff auf lhre Daten haben nur Mitar-
beiter der Studie. Diese Personen sind zur Verschwiegenheit verpflichtet. Ihre Da-

ten sind somit vor fremdem Zugriff geschutzt.

Mit freundlichen GrifRen

Dr. med. K. Rohmann Prof. Dr. med. K. Dalhoff
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7.3. Einverstandniserklarung

Einverstandniserklarung

(zum Verbleib beim Priifarzt)

zur Studie: Die Bedeutung des Mikrobioms der unteren Atemwege bei COPD und im humanen
Lungeninfektionsmodell

Ich bin heute (ber die Studie ,Die Bedeutung des Mikrobioms der unteren Atemwege bei COPD und im
humanen Lungeninfektionsmodell* miindlich und schriftlich informiert worden.

Ich hatte Gelegenheit, alle meine Fragen zu stellen. Diese wurden zufriedenstellend und vollsténdig
beantwortet. Ich habe aktuell keine weiteren Fragen. Ich habe die schriftliche Patienteninformation zur
oben genannten Studie erhalten, gelesen und verstanden. Ich wurde ausfiihrlich — miindlich und
schriftlich — (iber das Ziel und den Verlauf der Studie, Chancen und Risiken der Behandlung, meine
Rechte und Pflichten, den mir zustehenden Versicherungsschutz und die Freiwilligkeit der Teilnahme
aufgeklart.

Ich erklare hiermit meine Teilnahme an der oben genannten Studie. Ich wurde darauf hingewiesen, dass
meine Teilnahme freiwillig ist und dass ich das Recht habe, diese jederzeit ohne Angabe von Griinden
zu beenden, ohne dass mit dadurch Nachteile entstehen.

Ich wurde iliber meine Datenschutzrechte informiert. Mit der Erhebung, Verarbeitung und
Speicherung meiner Daten, sowie der Ubermittlung im Rahmen der Studie bin ich einverstanden.

LUbeck, den

Unterschrift des Patienten

Unterschrift des aufklarenden Arztes ( + Name in Druckbuchstaben + Telefon)
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7.4. Patientenfragebogen

Dokumentationsbogen Patientendaten

Patienten-ldentifikation:

Untersuchungsdatum:

Alter, m/w, BMI

Raucherstatus:

o Raucher o Nichtraucher o Ex-Raucher seit

Packyears (kumulativ):

Exacerbationen: nein <2/J. =22/J. +Hosp. +ICU
COPD:

o nein o ja, Stadium

FEV1: FEV1%VC: (Lufu kompl abheften)

CT: Emphysem?  Bronchiektasen? Sonstige Befunde ? (Befund abheften)
Labor: BB, CRP, Krea, BGA (Kumulativbefund abheften)

Medikation:
Steroide : nein ja inh./p.o.?  po Dosis ?
Antibiotika < 90d: nein ja po/iv welche/warum?

weitere relevante Vormedikation:

Vorerkrankungen und aktuelle Erkrankungen (insbesondere Infektionen):
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7.5. Radiologisches Auswertungsschema

Kennung |Kernel/Schichtdicke Bronchiektasen Bronchialwandverdickung
oL ML UL zentral oL ML UL

R L: R L R L R L R L: R L: R L:
VP0O02 FC35, 1mm 0 <5;kl <5;kl 5-10;kl| <5;kl | <5;kI 1 1 o 0 0 0 0 0
VPOO3 [870,5mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VP004 FC 14, 1 mm, low dose 0 0 0 0 0 <5; gr 0 0 0 [i] 0 0 0 0
VP0OO5 FC35, 1mm 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0 0
VP0O6 b80, 1mm 0 0 0 0 <5,k 0 1 1 0 0 0 0 0 0
VPOO7 b80, 1 mm 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0
VPOO8 FC14,1mm 0 0 0 0 0 <5, kl 0 1 0 0 0 0 0 1
VPO09 b80, 1mm 0 0 0 0 <5,gr{ O 1 1 0 0 0 0 [1,MP|1,MP
VP010 FC35,1mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VPO11 b80, 5 mm 0 0 0 0 <5,kl 0 0 0 0 0 0 0 1 0
VP012 b80, 5mm 0 h] 0 0 0 0 0 0 0 h] 0 0 0 0
VP0O13 FC35,3mm 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
VPO15 [FC14,0,5 mm 0 0 0 4] 0 |[5-10,kl[ O 0 0 0 0 0 0 0
VPO16 i70f, 5mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VPO17 FC15,3mm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 [1,MP
VP018 b80, 1 mm 0 0 0 4] 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
VP019 b80, 1mm 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 |1,MP|0,MP
VP020 b80, 1 mm 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1
VP021 b80, 1 mm <5, ki 0 0 4] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VP0O22 FC14,1mm 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 |O,MP| O 0
VP024 FC 15,5 mm 0 (] 0 0 0 0 0 0 0 (1] 0 0 0 0
VP0O25 B30,3mm 0 0 0 0 |<5,k| 0 1 1 0 0 0 0 0 []
VP026 2,5 mm 0 0 0 0 0 <5, ki 0 1 0 0 0 0 0 1, MP
VP027 b80, 5 mm 0 L] 0 0 0 0 0 0 0 L] 0 0 0 0
VP028 FC35,1mm 0 0 <5, kl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 []
VP029 [FC14,Tmm 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VP030 b80, 1 mm <5, ki 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
VPO31 FC 52,2 mm 0| 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 1 1
VP032 FC14, 1mm 0| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VP033 b80, 1 mm 0| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
VP034 i70f, 5 mm 0| 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Kennung Emphysem Pulmo |Gesamt|Besonderheiten

oL ML uL
R L: R L: R L: R L
VP002 3 2 1 1 3 3 2,333 2 2,16667|Rundherd S8 re, Narbe UL bds. + Lingula
VPOO3 1 1 1 1 1 1 1 1 1|RF LOL mit infiltration des bronchovaskulidren Biindels; Narbe RUL
VPO04 1 1 1 1 0 0 0,667 | 0,667 | 0,66667|Rundherd basales 53 re; Atemartefakte OF und MF
VPO05 1 0 0 0 0 0 |0333| 0 0,16667 | Raumforderung LOL mit Infiltration des bronchovaskularen Biindels
VPO06 Q 0 0 0 [1] 0 0 0 0|Rundherd LOL, Narben linke pulmo, UL Teilatelektase links, Pleuraerguss links
\POO7 1 1 0 0 0 0 0,333 0,333 | 033333 Lobﬁrpr!eumonie ML, Plattenafelektise RUL, Rundherd LUL, zentrale RF links mit V.a.
Infiltration des bronchocaskuldren Bindels

VPOO8 2 2 1 1 1 1 1,333 1,333 | 1,33333|RF LUL nit Infiltration des UL-Bronchus —> Teilatelektase
VPOO9 0 0 0 0 0 0 0 0 O|RF LUL, geringe Peribronchitis bds. Dorsobale UL; ML Teilatelekatse, Plattenatelektase RUL
VP010 0 0 0 0 0 0 0 0 0|Rundherde ML, ML und Lingula Teilatelektase
VPO11 2 2 2 2 2 2 2 2 2|RF mit Kaverne im LOL, Umschriebene Peribronchitische Infiltrate RUL
VPO12 3 3 3 3 3 2 3 2,667 | 2,83333|Rundherd LUL, kleiner Runherd Lingula, Plattenatelektase im ML
VPO13 1 0 0 0 1 1 0,667 | 0,333 0,5|RF LOL mit Infiltration des bronchovaskuliren Biindels --> OL-Atelektase
VPO15 2 2 0 1 1 1 1 |1,333| 1,16667|RF RUL, Plattenatelektase LUL
VPO16 1 1 1 1 1 1 1 1 1|Rundherd LUL
VPO17 1 1 0 0 0 1 |0,333|0,667 0,5|RF ML, Rundherd LUL, Peribronchitis UL bds., linksseitig fiihrend
VPO18 2 2 1 1 1 1 |1,333|1,333 1,33333)RF ML/OL
VPO19 0 0 1 0 0 0 0,333 0 0,16667 |RF ROL, Dystelektase Lingula
VP020 1 1 0 0 1 0 0,667 | 0,333 0,5|Rundherde LOL, ML-Teilatelektase, Dystelektase Lingula, pulmunalvenése Stauung
VP021 1 1 0 0 0 0 0,333|0,333| 0,33333|RF ROL, Rundherd ML & ROL
VP022 2 2 1 1 1 1 1,333 | 1,333 1,33333|Rundherd LOL, Narben linke pulmo, UL Teilatelektase links, Pleuraerguss links
VP024 Q 0 0 0 0 0 0 o O[RF ROL, Dystelektase RUL
VP025 1 1 1 1 2 2 1,333 1,333 | 1,33333|Links zentrale RF mit Infiltration des bronchovaskuldren Biindels mit subtotaler LOL-Atelektase)|
VPO26 0 1 0 0 0 0 0 0,333 | 0,16667|RF linker Hauptbronchus, LOL-Teilatelektse, Peribronchitis LUL
VP027 0 0 0 0 0 0 0 0 0|PE im obliguen Interlobium re, angrenzende Bel{iftugsstérung, DD: umschriebenes Infiltrat
VP028 0 0 0 0 0 0 0 0 0|Rundherd Lingula
VP029 1] 0 0 0 0 0 0 0 O|RF RUL mit kleiner Kavitation und angrenzend geringem PE
VPO30 1 1 o] 0 1 1 0,667 | 0,667 | 0,66667|RF ROL
VP031 2 2 1 1 1 1 1,333 1,333 | 1,33333|Rundherd LUL mit Kavitation, Orthostase bds. Dorsobasal
VP032 3 2 1 1 1 1 |1,667|1,333 1,5|Rundherd ROL, Narbe ROL
VP033 1 1 0 0 0 0 0,333|0,333| 0,33333|RUL-Resektion, Narbe ML, Emphysembulla LUL
VP034 3 2 1 1 3 1 2,333 (1,333 | 1,83333|Rundherd ROL, Orthostase bds. Dorsobasal

Legende:

- Emphysem: Grading 0-3 (kein, gering = bis 20%, mittel 20-40% & schwer 40-60%)
- BronchiektasengréRe: klein (kl) = (£ 5 mm) oder groR (gr) = (> 5 mm)

- Anzahl der Bronchiektasen (<5; 5-10; >10)
- 1 oder 0 bei der Bronchialwandverdickung steht fiir vorhanden oder nicht

- MP= muccus plugging
Kommentar:

- Keine automatisierte Auswertung des Emphysems, da die Schichtdicke und die Rekonstruktionskernel
fehlen.- Die Lingula wird als eigenstdndig gelten trotz unscharfer Grenze (Bronchus als Orientierung)

- Ausgewertet wird mit de dinnsten und scharfsten Rekonstruktionskernel, der vorhanden ist. Schichtdicke
hat Vorrang vor Rekonstruktionskernel.
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7.6. Relative Abundanzen in den 3 COPD Subgruppen

A B

Vergleich relative Abundanzen anhand COPD Vergleich relative Abundanzen anhand COPD GOLD
GOLD Stadien im Rachenabstrich Stadien in der BAL
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Abbildung 17.: Vergleich der relativen Abundanzen der 10 héaufigsten Taxa und Acineto-
bacter auf Gattungsniveau verteilt nach COPD GOLD Stadien in Rachenabstrich (Rac) und
bronchoalveolarer Lavage (BAL). Zusammengefasst hier in keine COPD (n=12), milde
COPD (GOLD 1+2, n=10), schwere COPD (GOLD 3+4, n=7). Bei 2 Versuchspersonen feh-
len Daten bzgl. der COPD vgl. hierzu Patientenkollektiv.

C und D: Invers zu A und B: Anteilige Darstellung der einzelnen Taxa nach COPD GOLD
Stadien. Hier Bericksichtigung der jeweils 10 haufigsten Taxa und Acinetobacter.
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