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1. Einleitung

1.1. Das humane Mikrobiom: Zusammensetzung, Funktion und

Einfluss auf die Gesundheit

In den letzten Jahren ist das wissenschaftliche Interesse am Mikrobiom und der
Interaktion mit dem menschlichen Kérper erheblich gestiegen. Die Definition des
Mikrobioms geht auf die Arbeiten von Whipps et. al. zuriick, die es als eine
charakteristische mikrobielle Gemeinschaft innerhalb eines definierten Lebensraums
beschreiben (Whipps et al. 1988; Berg et al. 2020). Das Mikrobiom umfasst alle
Mikroorganismen, einschlie3lich Pilzen, Viren, Archaeen und vor allem Bakterien, die
insbesondere im Gastrointestinaltrakt vorkommen (Sender et al. 2016). Neben dem
Darm ist das Mikrobiom auch in anderen Kdrperregionen wie der Haut, dem Mund- und
Nasenrachenraum, der Lunge und dem Urogenitaltrakt prasent (Grice und Segre 2011;
Baker et al. 2024; Chen et al. 2021; Lloyd-Price et al. 2016). Der Dickdarm enthalt dabei
den gro3ten Teil dieser mikrobiellen Population (Cresci und Bawden 2015).

Die Darmschleimhaut spielt eine zentrale Rolle in der Interaktion zwischen Mikrobiom
und Wirt, da sie sowohl die primare physische Barriere als auch die Kontaktflache
zwischen den Mikroorganismen und dem Gewebe darstellt (Bosch 2021). Die
Darmschleimhaut setzt sich aus Epithelzellen (die &ufRere Zellschicht), der Lamina
propria (einer Bindegewebsschicht unter dem Epithel) und der Lamina muscularis
mucosae (einer dinne Muskelschicht) zusammen und ist von etwa 10"
Mikroorganismen besiedelt, was die Anzahl menschlicher Zellen um ein Vielfaches
Ubersteigt (Murphy und Weaver 2018). Diese Barrierefunktion ist entscheidend, um das
Eindringen pathogener Mikroorganismen zu verhindern und die Homgostase zwischen
dem Immunsystem und dem Mikrobiom aufrechtzuerhalten (Zhang et al. 2015).

Die Zusammensetzung des humanen Mikrobioms ist aul3erst vielféltig, wobei Bakterien
die am umfassendsten untersuchte Gruppe darstellen. Im Darm dominieren die Phyla
Firmicutes und die Bacteroidetes, die eine zentrale Rolle fir die Gesundheit spielen
(Lozupone et al. 2012; Aggarwal et al. 2023; Oren et al. 2015). Im Gegensatz dazu ist
die Bakterienbesiedlung im Magen und Dinndarm aufgrund der extremen pH-
Bedingungen und der schnellen Passagezeit deutlich geringer (Aggarwal et al. 2023).
Die Haut wird vorwiegend von den Gattungen Staphylococcus und Corynebacterium
besiedelt, die zur Aufrechterhaltung der Hautbarriere und zum Schutz pathogener
Mikroorganismen beitragen (Carmona-Cruz et al. 2022). Im oralen Mikrobiom
dominieren hingegen Bakterien der Gattung Streptococcus, die eine wesentliche Rolle
bei der Erhaltung der Mundgesundheit spielen (Carmona-Cruz et al. 2022; Dekaboruah
et al. 2020).
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Die Mikroorganismen werden nach einer taxonomischen Hierarchie klassifiziert, die von
Phylum bis zur Spezies reicht (Hahn et al. 2005). Diese Einteilung ermdglicht eine
prazise Zuordnung der verschiedenen Mikroben, die den menschlichen Korper
besiedeln (Dekaboruah et al. 2020). Innerhalb dieser dominierenden Phyla spielen
verschiedene Gattungen unterschiedliche Rollen im Stoffwechsel. Das Phylum der
Firmicutes umfasst bspw. Gattungen wie Lactobacillus, Clostridium und Ruminococcus,
die durch den Abbau komplexer Kohlenhydrate zur Produktion kurzkettiger Fettsduren
(SCFAs) wie Acetat, Propionat und Butyrat beitragen (Vijay und Valdes 2022; Sekirov et
al. 2010). Diese SCFAs dienen dem Wirt als Energiequelle und wirken
entzindungshemmend, was ihre Bedeutung fir die Darmgesundheit unterstreicht
(Turnbaugh et al. 2006; Salvetti et al. 2018). Ein weiteres dominantes Phyllum, die
Bacteroidetes, ist ebenfalls entscheidend fiir den Abbau von Ballaststoffen und die
Produktion von Butyrat und Propionat, die entziindungshemmende und darmprotektive
Effekte ausuben (Sonnenburg und Bé&ckhed 2016; Jandhyala et al. 2015). Ein
Ungleichgewicht im Verhéaltnis von Firmicutes zu Bacteroidetes wird mit Adipositas und
chronisch-entzindlichen Darmerkrankungen (CED) in Verbindung gebracht (Ley et al.
2006; Sonnenburg und Béackhed 2016; Turnbaugh et al. 2009).

Phyla wie Actinobacteria, Proteobacteria und Verrucomicrobiota sind zwar weniger
haufig vertreten, tbernehmen jedoch eine zentrale Rolle im mikrobiellen Gleichgewicht
(Binda et al. 2018; Kandler und Schleifer 2005; Oren und Garrity 2021). Besonders die
Bifidobakterien, Vertreter der Actinobacteria, sind fur ihre probiotischen Eigenschaften
bekannt und tragen zur Immunregulation bei (Sanchez et al. 2013). Ein wichtiger
Vertreter der Verrucomicrobiota, die Akkermansia muciniphila, starkt die
Darmschleimhaut und schitzt vor pathogenen Mikroorganismen. lhre Prasenz im Darm
wird invers mit verschiedenen Krankheitszustdnden assoziiert, was auf ihre protektive
Funktion hinweist (Geerlings et al. 2018; Rodrigues et al. 2022; Zhang et al. 2019).

Das Human Microbiome Project (HMP), das 2007 vom National Institute of Health (NIH)
ins Leben gerufen wurde, zielt darauf ab, das humane Mikrobiom detailliert zu erfassen
und soll dazu beitragen, wie sich Veranderungen im Mikrobiom auf Gesundheit und
Krankheit auswirken (Proctor et al. 2019; Birney 2021). Die gesammelten Daten zeigen,
dass die genetische Diversitdt des Mikrobioms die des menschlichen Genoms weit
ubertrifft (Lloyd-Price et al. 2017; Grice und Segre 2012; Birney 2021).

Diese Vielfalt ist entscheidend fur die Aufrechterhaltung der Gesundheit, da Dysbiosen
im Mikrobiom mit zahlreichen gesundheitlichen Folgen, darunter entziindlichen und
metabolischen Erkrankungen sowie psychischen Stérungen, in Verbindung gebracht
werden (Marchesi et al. 2016; Vijay und Valdes 2022). Trotz dieses Wissens sind die

klare Zusammensetzung sowie Physiologie des Mikrobioms bislang nicht abschlieRend
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geklart. Das Verstandnis basiert hauptsachlich auf Forschung zu westlichen,
industrialisierten Gesellschaften, wahrend Studien gezeigt haben, dass Mikrobiome in
anderen Teilen der Welt, mit unterschiedlichen Lebens- und Erndhrungsweisen,
signifikante Unterschiede aufweisen (Smits et al. 2017; Lupp et al. 2007; David et al.
2014). Ein tieferes Verstandnis dieser mikrobielle Gemeinschaften ist entscheidend, um
gezielte therapeutische Strategien zu entwickeln, die das Mikrobiom modulieren und so
gesundheitliche Zustande verbessern konnen (El-Sayed et al. 2021; Jarbrink-Sehgal
und Andreasson 2020; Barko et al. 2018).

Das fakale Mikrobiom ist ein zentraler Ansatzpunkt in der Mikrobiomforschung, da es
leicht zuganglich ist, eine hohe Diversitat bietet und reprasentativ fur den Zustand des
Darmmikrobioms ist. Stuhlproben lassen sich relativ einfach unter standardisierten
Bedingungen sammeln, transportieren und lagern. Zudem ist die DNA-Extraktion aus
Stuhlproben in den meisten Féllen effizient, was ihre Nutzung in groRen Kohortenstudien
erleichtert (Jain et al. 2016; Zhao et al. 2023).

1.2. Von Kultivierung zur Sequenzierung: Meilensteine der
Mikrobiomforschung bis zur Etablierung der 16S-rRNA-Analyse

Die Erforschung des Mikrobioms hat ihren Ursprung in kultivierungsbasierten Ansatzen
des 19. Jahrhunderts, die maf3geblich durch die Arbeiten von Wissenschaftlern wie Louis
Pasteur (1822-1895) und Robert Koch (1843-1910) gepragt wurden. Diese frithen
Methoden konzentrierten sich auf die Kultivierung von Mikroorganismen auf definierten
Nahrmedien und fuhrten zur ldentifizierung zahlreicher Mikroorganismen. Allerdings
deckten sie nur einen kleinen Bruchteil der mikrobiellen Vielfalt ab (Lagier et al. 2015).
Schatzungen zufolge sind lediglich 1-10 % aller Mikroorganismen unter
Standardlaborbedingungen kultivierbar (Almeida et al. 2021). Diese Einschrankung
begrenzte das Verstandnis des Mikrobioms erheblich, insbesondere im menschlichen
Darm, wo nicht-kultivierbare Mikroorganismen dominieren.

Um die mikrobielle Vielfalt besser zu verstehen, waren daher ergdnzende Techniken
erforderlich. Zu den frihesten Fortschritten gehdrte die Einfihrung von Farbetechniken
wie der Gram-Farbung, die eine Differenzierung von Mikroorganismen, basierend auf
ihrer Zellwandstruktur, erméglichten. Diese Methoden lieferten wertvolle Einblicke in die
Morphologie und grundlegenden Eigenschaften von Mikroben, konnten jedoch das
Wissen uber nicht-kultivierbare Mikroorganismen nur begrenzt erweitern (Aescht et al.
2010). Ein entscheidender Meilenstein war die Einfihrung der Polymerase-

Kettenreaktion (PCR) in den 1980er Jahren, die eine gezielte Amplifikation spezifischer
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DNA-Sequenzen ermdglichte (Saiki et al. 1988). Dies ertffnete neue Moglichkeiten fir
die ldentifikation und Charakterisierung von Mikroorganismen, ohne dass deren
Kultivierung erforderlich war (lgarashi et al. 2009; Amann et al. 1995).

Ein Wandel erfolgte in den 1980er Jahren mit der Einfihrung der 16S-rRNA-
Gensequenzierung. Diese Technik, die von Carl Woese malgeblich entwickelt wurde,
ermdoglichte erstmals die genetische Identifizierung von Mikroorganismen, ohne dass sie
kultiviert werden mussten (Woese und Fox 1977). Die 16S-rRNA, ein Bestandteil der
ribosomalen RNA, erwies sich als idealer genetischer Marker, da sie in allen Bakterien
vorhanden ist und konservierte sowie variable Regionen aufweist (Armougom 2009). Die
Analyse dieser Sequenzen erdffnete eine prazisere taxonomische Klassifizierung und
fuhrte zur Entdeckung neuer, bislang unbekannter Mikroben. Diese Technik
revolutionierte die Mikrobiomanalyse, indem sie eine detaillierte Erfassung der
Zusammensetzung mikrobieller Gemeinschaften ermdglichte (Woese et al. 1985; Fox et
al. 1977; Woese 1987).

Um das Potenzial der 16S-rRNA als Marker weiter zu verstehen, ist es hilfreich, einen
Blick auf ihre Struktur und Funktion zu werfen. Die 16S-rRNA ist eine spezifische
Untereinheit der ribosomalen RNA, die in allen Bakterien vorkommt und eine
Schlusselrolle im Ribosom spielt, der zellularen Maschinerie, die fir die Proteinsynthese
verantwortlich ist (Benitez-Paez et al. 2016; Armougom 2009). Diese rRNA bildet
zusammen mit weiteren Proteinen die 30S-Untereinheit des Ribosoms, das mit der 50S-
Untereinheit das vollstéandige prokaryotische 70S-Ribosom bildet (Ramakrishnan 2002).
Prokaryotische Ribosomen enthalten 16S-rRNA in der 30S-Untereinheit und 23S-rRNA
sowie 5S-rRNA in der 50S-Untereinheit (Ramakrishnan 2002; Davis und Williamson
2017). Eukaryoten haben 80S-Ribosomen, die aus einer 40S- und einer 60S-
Untereinheit bestehen (Khatter et al. 2015). Sie enthalten 18S-rRNA in der 40S-
Untereinheit und 28S-rRNA, 5.8S-rRNA sowie 5S-rRNA in der 60S-Untereinheit (Wilson
und Doudna Cate 2012; Wilson et al. 1990; Khatter et al. 2015).
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Abb. 1: Schematische Darstellung des prokaryotischen 70S-Ribosoms.

Das prokaryotische 70S-Ribosom setzt sich aus zwei Untereinheiten zusammen: der 50S- und 30S-
Untereinheit. Die 50S-UE besteht aus einer 23S- und einer 5S-rRNA sowie 31 ribosomalen Proteinen. Die
30S-rRNA wird von der 16S-rRNA sowie 21 ribosomalen Proteinen gebildet. Durch die Sequenzierung der
16S-rRNA und die anschlieRende bioinformatische Auswertung kdnnen die Verwandtschaftsbeziehungen
zwischen verschiedenen Mikroorganismen untersucht, taxonomische Zuordnungen vorgenommen und die
mikrobielle Vielfalt charakterisiert werden.

Der fur taxonomische Zwecke bei Bakterien am haufigsten verwendete DNA-Abschnitt
ist das 16S-rRNA-Gen (Weisburg et al. 1991; Wilson et al. 1990). Woese et. al.
erkannten, dass die 16S-rRNA-Sequenz evolutionar konservierte Bereiche aufweist, die
fur alle Bakterien ahnlich sind, sowie variable Bereiche, die spezifisch fur verschiedene
Bakterienarten sind (Woese und Fox 1977). Mit etwa 1500 bp spielt dieses Gen eine
entscheidende Rolle in der bakteriellen Doméne und enthalt neun hypervariable
Regionen (V1-V9), die Uber hochkonservierte Sequenzen verteilt sind (Rozas et al.
2021).

O Konservierte B Variable Vorwartsprimer Ruckwartsprimer

Region Region

27F 1492R

27 bp 1492 bp

Abb. 2: Aufbau des prokaryotischen 16S-rRNA-Gens am Beispiel von E.coli.

Das 16S-rRNA-Gen setzt sich aus neun hypervariablen Regionen (V1—-V9) zusammen, welche jeweils von
hochkonservierten Regionen flankiert sind. Das 16S-rRNA-Gen der bakteriellen Spezies E. coli besteht aus
1541 bp. Die Primer-Bindungsstellen 27F und 1492R beziehen sich auf spezifische Bereiche der 16S-rRNA,
die fur die PCR verwendet werden.
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Die variablen Regionen der 16S-rRNA sind Bereiche innerhalb der Sequenz, die
zwischen verschiedenen Bakterienarten stark variieren kdnnen. Diese Variationen
kénnen genutzt werden, um die phylogenetische Verwandtschaft zwischen
verschiedenen Arten zu untersuchen und sie in phylogenetische Stammbaume
einzuordnen (Woese et al. 1985; Woese 1987; Clarridge 2004).

Die PCR ermdglichte die selektive Amplifikation von spezifischen Abschnitten der 16S-
rRNA, ohne auf die Kultivierung einzelner Organismen angewiesen zu sein (Wilson et
al. 1990). Durch die Verwendung von degenerierten oder universellen Primern, wie dem
27F-Primer und dem 1492R-Primer, konnten Forscher wie Matsuo et. al. verschiedene
Regionen der 16S-rRNA amplifizieren, um eine breite Vielfalt von bakteriellen Taxa in
einer Probe zu erfassen (Matsuo et al. 2021). Die PCR-basierte Amplifikation von 16S-
rRNA-Fragmenten hat es ermdglicht, schnell und effizient die mikrobielle Vielfalt in
verschiedenen Umgebungen zu charakterisieren und phylogenetische Analysen

durchzufthren.

1.3. Fortschritte in der Mikrobiomforschung: Next-Generation-

Sequenzierung und die Rolle der Illumina-Plattform

Die Einfihrung der Next-Generation-Sequenzierung (NGS) stellte einen entscheidenden
Fortschritt in der Mikrobiomforschung dar, da sie schnell und kostengilnstig grof3e
Mengen an Sequenzierungsdaten generieren konnte (Kozich et al. 2013; Mardis 2017).
Ein bedeutender Meilenstein in dieser Entwicklung war dabei die Short-Read-
Sequenzierung, die es ermdglicht, Millionen kurzer DNA-Fragmente parallel zu
sequenzieren (Li et al. 2010). Die Illumina-Plattform hat sich in der Forschung als eine
der fuhrenden  Methode  fir  Short-Read-Sequenzierung  aufgrund  der
Sequenzierkapazitat, der minimalen Fehleranféalligkeit und der breiten Anwendung
etabliert (Dillies et al. 2013; Zee et al. 2022; Caporaso et al. 2012; van Dijk et al. 2014).
Durch die Nutzung dieser Technologie konnte eine prézise taxonomische Klassifizierung
von Mikroorganismen erreicht werden. Trotz dieser Vorteile gibt es jedoch einen
wesentlichen Nachteil bei der gezielten Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens mit
lllumina. Diese Plattform ist auf die Sequenzierung kurzer DNA-Fragmente (< 600bp)
beschrankt und kann daher nicht das gesamte 16S-rRNA-Gen vollstandig sequenzieren
(Klindworth et al. 2013; Johnson et al. 2019; Liu et al. 2014). Es werden stattdessen nur
spezifische Genregionen sequenziert, was zu einer eingeschrankten taxonomischen
Auflésung fihren kann, da die Ergebnisse durch die ausgewahlten Subregionen des
16S-rRNA-Gens beeinflusst werden, bedingt durch verschiedene Bindungsaffinitaten

der Primer zu einzelnen DNA-Templates (Polz und Cavanaugh 1998; Kanagawa 2003;




Einleitung 7

Pollock et al. 2018; Johnson et al. 2019). Daher ist es nicht empfehlenswert,
Mikrobiomstudien, die auf verschiedenen 16S-rRNA-Regionen basieren, miteinander zu

vergleichen.

1.4. 16S-rRNA-Genamplikon-Analyse mit MinlON-Nanopore-

Sequenzierung

In den letzten Jahren hat die Nanopore-Sequenzierungstechnologie von Oxford
Nanopore Technologies eine immer bedeutendere Rolle in der Mikrobiomforschung
eingenommen. Fruhere Sequenzierungsmethoden waren oft zeitaufwandig und
kostspielig, und sie konnten nur kurze DNA-Fragmente sequenzieren (van Dijk et al.
2014; Caporaso et al. 2012; Zee et al. 2022; Lu et al. 2016; Zhao et al. 2023). Dies fihrte
zu einer Einschrénkung in der Mikrobiomanalyse. Die Grundidee, Nanoporen zur DNA-
Sequenzierung zu nutzen, wurde bereits in den 1990er Jahren konzipiert und entwickelt.
Die Arbeit von David Deamer und Daniel Branton aus dem Jahr 1996 legte den
Grundstein fur diese Technologie (Deamer et al. 2016). Seitdem hat die Entwicklung der
Nanopore-Sequenzierung einen kontinuierlichen Fortschritt erfahren. Oxford Nanopore
Technologies (ONT), welche im Jahr 2005 gegrindet wurde, war eines der
Unternehmen, das diese Technologie weiterentwickelt und schliel3lich kommerziell
verfligbar gemacht hat. Ihre Plattformen wie die von MinlON, GridlON und PromethlON
sind heute weit verbreitet und werden flr verschiedene Anwendungen in der Genomik
eingesetzt (Jain et al. 2016; Zhao et al. 2023).

Nanopore DNA sequencing
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Abb. 3: Prinzip der Nanopore-Sequenzierung.

Wahrend des Prozesses der Nanopore-Sequenzierung passiert ein DNA-Strang eine winzige Nanopore in
einer Membran. Jede Base erzeugt charakteristische elektrische Signale, die gemessen und analysiert
werden, um die Abfolge der Basen zu bestimmen und so die Gesamtsequenz des Molekiils zu
rekonstruieren (Bild aufgenommen vomNational Human Genome Research Institute (2024), Zugriff am
13.04.2024: https://www.genome.gov/genetics-glossary/Nanopore-DNA-Sequencing).



https://www.genome.gov/genetics-glossary/Nanopore-DNA-Sequencing).
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Die Nanopore-Sequenzierung nutzt Bioporen, also winzige Kanale im
Nanometerbereich, die in einem Proteinkomplex eingebettet sind. Dieser Komplex
befindet sich in einer Lipiddoppelschicht, die den lonenaustausch ermdglicht (siehe Abb.
3). Die Bewegung von Partikeln durch diese Kanale beeinflusst die Spannung im Kanal
und erzeugt einen kontinuierlichen lonenfluss, wahrend Schwankungen im Strom mit
elektrophysiologischen Techniken gemessen werden. Die Grundlage dieser
Sequenzierungsmethode liegt im GroRRenunterschied der Desoxyribonukleotid-
Monophosphate (ANMP), was zu charakteristischen Strommodulationen fihrt (Lu et al.
2016). Durch diese Modulation kdnnen die verschiedenen dNMPs unterschieden
werden. Der lonenstrom normalisiert sich, sobald das gefangene Nukleotid vollstéandig
freigesetzt ist (Liu et al. 2012).

Im Jahr 2014 wurde mit dem MinlON der erste kommerzielle Sequenzierer mit
Nanoporentechnologie von Oxford Nanopore Technologies auf den Markt gebracht
(Zhao et al. 2023). Die aktuelle Version des ONT-Nanopore-Sequenzierers bietet
durchschnittliche Leselangen von > 15.000 bp und ist damit in der Lage, das gesamte
16S-rRNA-Genom abzudecken (Malla et al. 2018; Wang et al. 2021). Der Vorteil
gegenuber der lllumina-Plattform liegt in der Generierung von Long-Reads. Long-Read-
Sequenzierungstechnologien wie Oxford Nanopore haben eine langere Leselange, was
bedeutet, dass sie eine detailliertere Analyse des Genoms ermdglichen kénnen (Lin et
al. 2021; Lu et al. 2016). Die Erh6hung der Leselange bei der Nanopore-Sequenzierung
geht in der Tat mit einer geringeren Sequenziergenauigkeit im Vergleich zur lllumina-
Plattform einher. Trotz der anfanglichen Herausforderungen hat die Nanopore-
Sequenzierung seit ihrer Einfihrung im Jahr 2015 kontinuierliche Fortschritte gemacht.
Sowohl beim Geratedesign als auch bei der bioinformatischen Prozessierung wurden
Verbesserungen erzielt. Die Gerate wurden kleiner, schneller und kostenginstiger, was
ihre Verwendung in einer Vielzahl von Anwendungen ermdglicht hat (Chen et al. 2023).
Die anfanglich hohe Fehlerrate konnte kontinuierlich auf zuletzt etwa 5 % reduziert
werden (Delahaye und Nicolas 2021). Im Vergleich dazu liegt die Fehlerrate der lllumina-
Plattform zwischen 0,1 und 1 % (Delahaye und Nicolas 2021; Stoler und Nekrutenko
2021). Trotz dieser moderaten Fehlerrate ermoglicht diese Technologie, die das
gesamte 16S-rRNA-Gen abdeckt, eine hohere Auflosung auf taxonomischer Ebene als
die herkdbmmliche Short-Read-Sequenzierungstechnik von lllumina. Studien zeigten,
dass die Nanopore-Sequenzierung bis in die Speziesebene in der Mikrobiomanalyse
vordringt (Matsuo et al. 2021; Nygaard et al. 2020; Benitez-Paez et al. 2016; Shin et al.
2016). Diese bemerkenswerten Fortschritte in der Nanoporentechnologie machen sie
daher zu einem zunehmend attraktiven und vielversprechenden Ansatz fir die Analyse

des Mikrobioms.
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1.5. 27F/1492R Sequenzierungsprimer

In dieser Arbeit wird das 16S Barcoding Kit von Oxford Nanopore Technologies
eingesetzt, das speziell fur die Sequenzierung von 16S-rRNA-Genen zur
Mikrobiomanalyse entwickelt wurde. Es enthalt die Primer 27F und 1492R, die in der
PCR zur Analyse von Stuhlproben genutzt werden. Dieses Primer-Set wird im Folgenden
als 27F-1 bezeichnet. Die genauen Gensequenzen der Primer sind im Abschnitt 2.1.4. in
Tab. 4 aufgefihrt.

Der Primer 27F (5-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') bindet nahe der Position 27 am
5'-Ende des 16S-rRNA-Gens und verlauft in Vorwartsrichtung entlang der Sequenz. Der
Primer 1492R (5’-CGGTTACCTTGTTACGACTT -3’) bindet hingegen nahe der Position
1492 am 3'-Ende und verlauft in entgegengesetzter Richtung. Das Primerpaar
27F/1492R deckt die Regionen V1-V9 des 16S-rRNA-Gens ab (Rozas et al. 2021).
Diese Regionen umfassen die hypervariablen Abschnitte des Gens, die entscheidend
fur die Unterscheidung zwischen verschiedenen Bakterienarten sind (Johnson et al.
2019, 2019; Amann et al. 1995; Grice und Segre 2012). Trotz der breiten
Speziesabdeckung kénnen bestimmte Bakterienarten von diesem Primerpaar nicht
erfasst werden. Dies kann zu einer unvollstandigen Erfassung des Mikrobioms flihren
(Matsuo et al. 2021).

Die Auswahl geeigneter Primer-Sets zur Amplifikation des 16S-rRNA-Gens ist von
entscheidender Bedeutung, da sie die Genauigkeit und die reprasentative Darstellung
der in Stuhlproben detektierten mikrobiellen Gemeinschaften erheblich beeinflusst.
Studien haben gezeigt, dass die Auswahl der zu amplifizierenden 16S-rRNA-Region
einen signifikanten Einfluss auf die erfasste taxonomische Diversitat haben kann, da
verschiedene Primer-Sets spezifische Sequenzbereiche unterschiedlich amplifizieren
(Klindworth et al. 2013; Yang et al. 2016). Bisher gibt es im Bereich der
Mikrobiomforschung jedoch nur wenige Daten zur vollstdndigen Sequenzierung des
16S-rRNA-Gens unter Verwendung der Primer 27F/1492R von Oxford Nanopore
Technologies. Ergebnisse von Matuso et. al. haben gezeigt, dass diese Primer
bestimmte Bakterientaxa, darunter Bifidobakterien, nicht effizient amplifizieren kénnen
(Backhed et al. 2005; Tang et al. 2023). Dies liegt daran, dass die 16S-rRNA-
Gensequenz von Bifidobakterien an drei Positionen von der Sequenz des 27F-Primers
abweicht und diese Mismatches zu einer reduzierten Amplifikation und einer
Unterreprasentation fuhren, was eine verzerrte Darstellung der mikrobiellen
Zusammensetzung zur Folge hat (Matsuo et al. 2021). Die Charakterisierung von
Bifidobakterien ist jedoch von potenzieller klinischer Bedeutung (Backhed et al. 2005;
Tang et al. 2023). Um diesem Problem entgegenzuwirken, haben Matsuo et. al. drei

degenerierte Basen in die Sequenz des Primers eingefiigt, wodurch die Reprasentation
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dieser Gattung verbessert wurde (Matsuo et al. 2021). Die in dieser Arbeit verwendeten
degenerierten Primersequenzen basieren auf der Arbeit von Matsuo et. al und sind in
Abschnitt 2.1.4. in Tabelle 4 aufgefiihrt. In dieser Arbeit werden die verwendeten
degenerierten Primerpaare 27F/1492R als 27F-ll bezeichnet. Die verwendeten
degenerierten Primersequenzen sind:

27F-1l  (5-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGCAGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3") und
1492-11 (5-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTCCGGYTACCTTGTTACGACTT-3').

Die fett markierten Stellen in den Primersequenzen stellen degenerierte Basen gemal
dem Code der International Union of Biochemistry (IUB) dar. Insgesamt filhren diese
entarteten Basen zu drei verschiedenen Sequenzen fur den 27F-I-Primer-Ansatz und zu
18 Sequenzen fiur den 27F-11-Primer-Ansatz (16 fur den Forward Primer und 2 fir den
Reverse Primer). Eine detalllierte Auflistung aller Sequenzvarianten beider
Primeransatze findet sich im Anhang (siehe Tab. 6).

1.6. Zielsetzung der Arbeit

Das Ziel der vorliegenden Arbeit zielt darauf ab, die Leistungsfahigkeit zweier
unterschiedlicher  Primer-Sets zur Sequenzierung der 16S-rRNA fir die
Mikrobiomanalyse von 73 Stuhlproben mittels Nanopore-Sequenzierung systematisch
zu untersuchen. Im Fokus stehen die Primer 27F/1492R, die im 16S Barcoding Kit von
Oxford Nanopore Technologies enthalten sind und in dieser Arbeit als 27F-1 bezeichnet
werden, sowie ein degeneriertes Primer-Set, das als 27F-Il bezeichnet wird. Durch den
direkten Vergleich dieser beiden Primer-Sets soll eine grundlegende Analyse der In-situ-
Leistung erfolgen. Ziel ist es, Unterschiede in der Genauigkeit, Zuverlassigkeit und
Anwendbarkeit der Primer-Sets bei der mikrobiellen Charakterisierung zu identifizieren
und ihre Eignung flir eine detaillierte Analyse der mikrobiellen Diversitat mittels

Nanopore-Sequenzierung zu bewerten.
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2. Materialien und Methoden
2.1. Materialien

2.1.1.

Laborgeréate und Verbrauchsmaterialien

Tab. 1: Verwendete Laborgerate und Verbrauchsmaterialien

Laborgerat/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Agarosegeldokumentations-System

Intas, Gottingen, Deutschland

Agarose-Gelelektrophoresekammer

Bio Rad Laboratories GmbH, Disseldorf,

Deutschland

BioRad PowerPac 300

Bio Rad Laboratories GmbH, Diisseldorf,
Deutschland

Biosphere Filter Tips 10 ul, 200 pl, 1000

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,

ul Deutschland

Brutschrank Heraeus Holding GmbH, Hanau,
Deutschland

DNA/RNA-Shield™- Zymo Research, Irvine, CA, USA

Fakalsammelrohrchen

Eppendorf 0,2 ml PCR-Tubes Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf, Deutschland

Eppendorf 5417R Refrigerated Centrifuge
Mikrozentrifuge

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Pipetten P10, P200, P1000

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf Safe-Lock Tubes (1,5 ml, 2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

Falcons (15, 50 ml)

BD Falcon, Heidelberg

FlieRzelle (FLO-MIN106D, type R.9.4.1)

Oxford Nanopore Technologies, Oxford,
UK

Gefrier- und Kihlschrank

Liebherr Premium, Frankfurt am Main,

Deutschland

Heidolph Reax 2000 Vortex-Schiittler

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, Deutschland

IKA, Magnetruhrer, RH Basic

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Mikroliterzentrifuge

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

MinlON Mk1C device

Oxford Nanopore Technologies, Oxford,
GB
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MinKNOW software

Oxford Nanopore Technologies, Oxford,
UK

Molecular Imager® Gel Doc™ XR System

Bio Rad Laboratories GmbH, Diisseldorf,

Deutschland

MWG-BIOTECH PRIMUS 96 PLUS
THERMOCYCLER

Peglab GmbH, Erlangen

PCR Express Thermocycler Hybaid

Thermo Hybaid GmbH, Minchen,

Deutschland

Quantus Fluorometer

Promega, Madison, WI, USA

Scaltec Feinwaage

Scaltec Instruments GmbH, Géttingen,

Deutschland

Thermomixer, Model 5436

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

2.1.2. Verwendete Chemikalien

Tab. 2: Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Hersteller

10% SDS-L0Osung

Bio Rad Laboratories GmbH, Diisseldorf,
Deutschland

50x TAE (Tris-Acetat-EDTA)

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

6x DNA-Loading Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

AMPureXpP

Beckmann Coulter GmbH, Marburg,

Deutschland

Ethanol (absolut)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Ethidiumbromid 1 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

HyperLadder™ 50 bp und 1 kb

Meridian Bioscience, Cincinnati, USA

LE Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hessisch

Oldendorf, Deutschland

LongAmp Taqg 2X Master

New England Biolabs, Ipswich, MA, USA

Lysozym, Grade VI, 235,000 U/mg

Protein

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,

Deutschland

Nuclease-free water, Milliporwasser

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA
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Proteinase K 20 mg/ml Zymo Research, Irvine, CA, USA
QuantiFluor® ONE dsDNA System Promega, Madison, WI, USA
Tris-EDTA (TE)-Puffer, pH 7,5 Promega, Madison, WI, USA

2.1.3. Verwendete Kits

Tab. 3: Verwendete Kits
Kits Hersteller
Quick-DNA™ HMW MagBead Kit Zymo Research, Irvine, CA, USA
16S Barcoding Kit 1-24 Oxford Nanopore Technologies, Oxford

2.1.4. Verwendete Primer

Tab. 4: Verwendete Primer.
Primersequenz Hersteller
16S-rRNA Primer 27F-I: Oxford Nanopore Technologies, Oxford
(5- AGAGTTTGATCMTGGCTCAG -3))
16S-rRNA Primer 1492R-I: Oxford Nanopore Technologies, Oxford
(5-CGGTTACCTTGTTACGACTT -3))
16S-rRNA Primer 27F-II: Microsynth AG, Balgach, Schweiz
(5-TTTCTGTTGGTGCTGATATTGC (Matsuo et al. 2021)
AGRGTTYGATYMTGGCTCAG-3')
16S-rRNA Primer 1492R-II: Microsynth AG, Balgach, Schweiz
(5-ACTTGCCTGTCGCTCTATCTTC (Matsuo et al. 2021)
CGGYTACCTTGTTACGACTT-3")

2.1.5. Verwendete Programme

Tab 5: Verwendete Programme.
Programme Hersteller/Entwickler
Citavi 6.4 Swiss Academic  Software  GmbH,

Wadenswil, Schweiz

EPI2ZME™ Dashboard

Oxford Nanopore Technologies, Oxford

Microsoft Office 2019

Redmond, Washington, USA

Porechop

Oxford Nanopore Technologies, Oxford

R Statistikprogramm

R Core Team



https://epi2me.nanoporetech.com/
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2.2.  Methoden

2.2.1. Probenentnahme und DNA-Extraktion

Die DNA-Extraktion aus den Stuhlproben wurde bei Raumtemperatur unter Verwendung
des Quick-DNA™ HMW MagBead Kits gemalf3 den Herstellerangaben durchgefuhrt. Die
Konzentration der extrahierten DNA wurde mit dem Quantus© Fluorometer bestimmt
und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Fur die Studie wurden
ausschlieB3lich Stuhlproben von Spendern ohne relevante Vorerkrankungen des
Verdauungstraktes ausgewahlt. Die Proben wurden in R6hrchen mit einem DNA/RNA-
Schutzpuffer Gberfuhrt, um die Stabilitdt der Nukleinsauren zu gewahrleisten. Die
Entnahme erfolgte unter sterilen Bedingungen mithilfe eines speziellen

Entnahmematerials, um Kontaminationen zu vermeiden.

2.2.2. Qualitatskontrolle der DNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Isolierung der DNA aus den Stuhlproben wurde mittels Gelelektrophorese und
anschlieender Gel-Dokumentation Uberpriuft. Dazu wurde ein 0,8%iges Agarosegel
hergestellt. Fir jede Probe wurde ein Ansatz von 12 pl hergestellt, bestehend aus ca.
100 ng DNA, 2 ul 6x DNA-Ladepuffer und dem Restvolumen, das mit nukleasefreiem
H20 aufgefiillt wurde. Als Referenz fiir die GréRenbestimmung der DNA-Fragmente
diente der HyperLadder™ 1 kb. Die Gelelektrophoresekammer wurde mit 1x TAE-Puffer
befullt, und die Gelelektrophorese bei einer Spannung von 80 V fir ca. 30 min
durchgefihrt. Die Dokumentation der Ergebnisse unter UV-Licht ermdglichte eine

visuelle Auswertung und Qualitatskontrolle der isolierten DNA.
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2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Aus der oben beschriebenen extrahierten DNA wurden zwei Bibliotheken mit zwei

verschiedenen Primer-Sets hergestellt (siehe Abschnitt 2.1.4, Tab. 4).

1) Erstellung der 27F-1-Bibliothek:

e 50 ng genomische DNA wurden in 11,5 pl nukleasefreiem Wasser geldst.

e Fur die Ansatze wurden 0,5 pl des Primers 27F-1 (vgl. Abschnitt 2.1.4, Tab. 4)
sowie 12,5 pl des LongAMP® Tag 2x Master Mix (New England Biolabs, Ipswich,
MA, USA) pipettiert.

e  Zyklusprogramm: 1 min bei 95 °C, gefolgt von 25 Zyklen mit 20 sec bei 95 °C, 30
sec bei 51 °C, 2 min bei 65 °C, und einer abschlieenden Elongation von 5 min
bei 65 °C.

2) Erstellung der 27F-lI-Bibliothek:

Im initialen PCR-Schritt wurden 50 ng DNA unter Verwendung des degenerierten Primer-
Sets 27F-11 (vgl. Abschnitt 2.1.4, Tab. 4) amplifiziert. Der darauffolgende Schritt, eine
Barcoding-PCR, wurde gemafl dem ONT-Protokoll ,Ligation sequencing amplicons —
PCR barcoding (SQK-LSK110 with EXP-PBC096)“ umgesetzt. Die Methodik beruht auf
der 4-Primer-PCR-Technik, wie sie von Matsuo et al. beschrieben wurde (Klindworth et
al. 2013; Matsuo et al. 2021), und macht Gebrauch von dem degenerierten Primerpaar
27F-11/1492R-11 (S-D-Bact-0008-c-S-20 und S-D-Bact-1492-a-A-22).

- Vorbereitung der 16S-PCR:

e Fur die Reaktion wurden 50 ng DNA in 11,5 pl nukleasefreiem Wasser aufgeltst.

e AnschlieBend wurden jeweils 0,5 pl der Primer 27F-11 und 1492R-Il sowie 12,5 pl
LongAMP® Tag 2x Master Mix zugegeben.

e PCR-Zyklusprogramm: 1 min bei 95 °C; 25 Zyklen von 20 sec bei 95 °C, 30 sec
bei 51 °C, 2 min bei 65 °C; abschlieRend 5 min bei 65 °C.

- Vorbereitung der Barcoding-PCR:

e 100 fmol der 16S-PCR-Amplikone wurden in 12,0 pl nukleasefreiem Wasser
gelost.
e 0,5 ul Barcode-Primer und 12,5 pl LongAMP® Taqg 2x Master Mix wurden

zugegeben.
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e Zyklusprogramm: 1 min bei 95 °C; 15 Zyklen von 20 sec bei 95 °C, 30 sec bei 62
°C, 2 min bei 65 °C; abschliel3end 5 min bei 65 °C.

Reinigung der PCR-Produkte:

e 15 pl resuspendierte AMPure XP Beads (0,6x) wurden zu den PCR-Ansétzen
hinzugefiigt und griindlich gemischt.

e Die Proben wurden 5 min bei Raumtemperatur auf einem Rotator inkubiert.

o Die Beads wurden durch eine Magnetséaule von der Lésung getrennt.

e Die Ansatze wurden zweimal mit 200 ul 70%igem Ethanol gewaschen und kurz
bei Raumtemperatur getrocknet.

e Die Elution erfolgte mit 11 pl Tris-HCI (10 mM, pH 8,0), gefolgt von einer
Inkubation von 2 min bei Raumtemperatur auf einem Rotator.

e Das Eluat wurde durch erneutes Anlegen des Magnetfeldes von den Beads
getrennt und in ein neues Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt.

e Die DNA-Konzentration wurde mit dem QuantiFluor® ONE dsDNA System
bestimmt.

e Die Qualitdt der Proben wurde durch Gelelektrophorese Uberprift und

dokumentiert. Die Proben wurden zur Lagerung bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.4. Nanopore-Sequenzierung mit dem MinlON Mk1C-Geréat

Fir die Sequenzierung der Barcode-Bibliotheken wurden die Durchflusszellen vom Typ
FLO-MIN106D (R.9.4.1) von Oxford Nanopore Technologies verwendet. Diese
Durchflusszellen enthalten die Nanoporen, die fir die sequenzielle Analyse von DNA-
oder RNA-Molekilen essenziell sind. Das Sequenziergerat MinlON Mk1C, ebenfalls von
ONT, ermdglicht die Hochdurchsatz-Sequenzierung in Echtzeit. Die Sequenzierung
erfolgte mithilfe der Software MiInKNOW (Version 22.03.4), die zur Steuerung des
MinION-Gerats dient. Sie Ubernimmt Aufgaben wie die Uberwachung der
Sequenzierprozesse, die Qualitatskontrolle und die Datenerfassung. Die Verarbeitung
der Rohsignale in verwertbare DNA-Sequenzen wurde mit der Software Guppy (Version
6.0.7) durchgefuhrt. Insgesamt wurden fiir die Barcode-Bibliotheken des 27F-I-Primer-
Ansatzes 1.328.830 Reads generiert, was einem durchschnittlichen Wert von 18.203
Reads pro Barcode entspricht (£ 1.201 SEM). Fur den 27F-lI-Primer-Ansatz wurden
1.578.822 Reads erzeugt, entsprechend einem Durchschnitt von 21.628 Reads pro
Barcode (x 1.991 SEM).
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2.2.5. Bioinformatische Analyse

Die Datenanalyse wurde in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Data Science von
Professor Heider an der Universitat Marburg unter der Leitung von Dr. Marius Welzel
und Leon Fehse durchgefiihrt. Die Analyse der Rohdaten wurde mithilfe der Software
Natrix durchgefiihrt, die speziell fur die Verarbeitung und Auswertung von
Sequenzierungsdaten im Mikrobiom-Bereich entwickelt wurde.

Der Analyseprozess umfasste mehrere Schritte, darunter die Vorverarbeitung der
Rohdaten, Qualitatskontrolle, Entfernung zuséatzlicher Sequenzabschnitte wie Primer
oder Barcodes, Identifikation reprasentativer Sequenzen (OTUs), taxonomische
Zuordnung und die Generierung zusatzlicher Metainformationen (Welzel et al. 2020;
Kdster und Rahmann 2012). Das Ziel von Natrix ist die Automatisierung des gesamten
Analyseprozesses sowie die Sicherstellung der Wiederverwendbarkeit und
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Koster und Rahmann 2012; Welzel et al. 2020). Ein
exemplarischer Workflow, der in dieser Studie verwendet wurde, ist im Anhang
dargestellt (siehe Abb. 10).

Natrix verwendet eine Konfigurationsdatei als Eingabe, die benutzerdefinierte Parameter
fur jede Probe sowie die Rohsequenzdaten im FASTQ-Format enthalt. Die Sequenzen,
die einen festgelegten Qualitatsfaktor unterschreiten, werden automatisch
herausgefiltert. In dieser Studie wurde die Software PRINSEQ eingesetzt, wobei eine
mittlere Qualitatsschwelle von 15 festgelegt wurde (Schmieder und Edwards 2011). Dies
entspricht einer maximalen durchschnittlichen Fehlerrate von etwa drei Prozent pro
Base. Um die Wahrscheinlichkeit fehlerhafter Sequenzen zu reduzieren, wurden alle
Reads mit einem mittleren Qualitatswert unterhalb dieser Schwelle von der weiteren
Verarbeitung ausgeschlossen, um potenzielle Verfalschungen in den nachfolgenden
Analyseschritten zu vermeiden.

Die Entfernung der Primer wurde mit der Software Porechop durchgefiihrt (verfiigbar
unter https://github.com/MW55/Porechop), die es jedem Benutzer erlaubt, die Primer
manuell zu definieren. Porechop ist eine speziell fur die Analyse von ONT-
Sequenzierungsdaten entwickelte Software, die zur Bereinigung der Rohdaten beitragt
und somit die Genauigkeit und Zuverlassigkeit der erhaltenen Sequenzinformationen
erhoht (Bonenfant et al. 2023). In dieser Studie wurden nur Reads mit einer Lange von
1.000 bis 2.000 Basen fiir die Analyse berlcksichtigt. Zusatzlich wurden die ersten 100
Basen an beiden Enden jedes Reads entfernt, um die typischerweise reduzierte
Sequenzierqualitat an den Randbereichen von Nanopore-Reads zu kompensieren
(Delahaye und Nicolas 2021).
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In dieser Studie wurden die erzeugten Daten nicht paarweise verglichen, weshalb keine
Read-Assemblierung durchgefiihrt wurde. Um identische Lesevorgange zu kombinieren,
wurde eine Dereplikation mittels des Algorithmus CD-HIT-EST durchgefihrt (Fu et al.
2012). Die ldentifikation potenziell fehlerhafter Sequenzen erfolgte unter Verwendung
des Algorithmus uchime3_denovo aus der Software VSEARCH (Rognes et al. 2016).
Fur die ldentifizierung der OTUs wurden Sequenzcluster mittels VSEARCH ermittelt,
wobei eine Ahnlichkeit von mindestens 85 % und eine minimale ClustergroRe von 10
Sequenzen festgelegt wurden. Diese niedrigere Ahnlichkeitsschwelle wurde gewéhlt, um
die Fehleranfélligkeit der Nanopore-Sequenzierung im Vergleich zur Illumina-
Sequenzierung zu beriicksichtigen. Die taxonomischen Zuordnungen wurden durch
Vergleich mit einer Nukleotiddatenbank des National Center for Biotechnology
Information (NCBI) unter Verwendung des Nukleotid-Nukleotid-BLAST-Algorithmus
(BLASTnN) des BLAST+ durchgefihrt (Sayers et al. 2022; Camacho et al. 2009).

2.2.6.  Statistische Analyse

Die statistische Analyse und die Erstellung der Graphiken wurden mit der statistischen
Programmiersprache R unter Verwendung des Pakets ,microeco® sowie der
Programmiersprache Python durchgefuhrt (Agapito et al. 2022; Liu et al. 2021). Der
Vergleich der taxonomischen Zusammensetzung auf Gattungsebene zwischen den
beiden Datenséatzen, die mit den Primer-Sets 27F-1 und 27F-Il erzeugt wurden, erfolgte
mittels des Pearson-Korrelationstests. Weitere statistische Vergleiche zwischen den
Datensatzen, einschlie3lich der relativen Haufigkeit auf allen taxonomischen Ebenen
und der Alpha-Biodiversitat gemessen durch den Shannon-Index, wurden mithilfe von
Wilcoxon-Singed-Rank-Tests durchgefihrt. Die resultierenden p-Werte wurden mit der
Benjamini-Hochberg-Methode korrigiert. Alle durchgefuhrten statistischen Tests wurden
als gepaarte Analysen ausgelegt. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant

angesehen.
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3. Ergebnisse

In diesem Forschungsprojekt wurde die Effizienz zweier unterschiedlicher Primer-Sets
bei der vollstandigen Sequenzierung des gesamten 16S-rRNA-Genoms zur Analyse des
fokalen Mikrobioms unter Verwendung der Nanopore-Technologie untersucht. Die
verwendeten Primer-Sets waren zum einen das Primer-Set 27F/1492R, hier als 27F-I
bezeichnet, das im ONT 16S Barcoding Kit (SQK-16S024) enthalten ist, sowie ein
starker degeneriertes Primer-Set 27F/1492R, im Folgenden als 27F-Il bezeichnet, das
potenzielle Polymorphismen in den konservierten Regionen des 16S-rRNA-Gens
abdeckt. Insgesamt wurden 73 Stuhlproben in dieser Studie analysiert. Die Zuordnung
der Sequenzen erfolgte durch den Vergleich der klassifizierbaren Reads der jeweiligen
Primer-Sets mit der NCBI-Referenzdatenbank. Aus den gewonnenen Sequenzen
wurden OTUs generiert und systematisch miteinander verglichen. Zur
Qualitatssicherung der DNA-Extraktion aus den Stuhlproben wurde fir alle isolierten
Proben eine Kontrollgelanalyse mittels 0,8 % Agarosegelelektrophorese durchgefiihrt
(siehe Methodenabschnitt 2.2.1. und 2.2.2.). Abbildung 4 zeigt exemplarisch die
Ergebnisse der DNA-Extraktion aus vier verschiedenen Stuhlproben. In den Spuren 1
bis 4 sind klar definierte DNA-Banden mit einer GréRe von mehr als 10 kbp sichtbar, was
die erfolgreiche DNA-Isolierung unter Verwendung des Quick-DNA™ HMW MagBead
Kits bestatigt.

Abb. 4: Analyse der DNA-Extraktion aus Stuhlproben mittels 0,8 % Agarosegelelektrophorese.

M: Marker: 2 pl vom HyperLadder™ 1kb; Spur 1-4: 10 pl der frisch isolierten genomischen DNA aus den
Stuhlproben. Es wurden zuvor je 200 ul der Stuhlprobe, die in DNA/RNA Shield gelagert waren, fir die
Extraktion der genomischen DNA verwendet. Die Extraktion erfolgte mit dem Quick-DNA™ HMW Magbead
Kit.
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Im nachsten Schritt wurde die genomische DNA mittels PCR unter Verwendung der zwei
verschiedenen Primer-Sets (27F-1/27F-11), wie in Tabelle 4 aufgeflihrt, amplifiziert. Eine
ausfuhrliche Durchfiihrung der PCR ist im Methodenabschnitt 2.2.3. beschrieben. Um
die PCR-Amplifikation der DNA-Proben zu uberprifen, wurden diese erneut durch eine
0,8 % Agarosegelelektrophorese analysiert. Die Ergebnisse in Abbildung 5 zeigen klar
definierte Banden in den Spuren 1 bis 4, was auf eine erfolgreiche Amplifikation der
Zielregion hinweist, die die 16S-rRNA-Gensequenz umfasst. Nach erfolgreicher
Amplifikation wurden die Proben fur die anschlieBende Nanopore-Sequenzierung
vorbereitet. Die Durchfihrung und Analyse der Nanopore-Sequenzierung sind in den
Abschnitten 2.2.4. und 2.2.5. beschrieben.

bp M 1 2 3 4
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Abb. 5: Analyse der PCR-Produkte mittels 0,8 % Agarosegelelektrophorese zur Uberpriifung der 16S-
rRNA Amplifikation.

M: Marker: 2 ul HyperLadder™ 50 bp; Spur 1-4: 10 ul des PCR-Ansatzes. Zur Konstruktion der Bibliothek
wurden 50 ng der genomischen DNA verwendet und gemaR dem Abschnitt 2.2.4. verarbeitet. AnschlieBend
wurden die PCR-Proben aufgereinigt und auf einem Kontrollgel aufgetragen. Die 16S-rRNA-Gensequenz
besteht in den meisten Bakterien aus etwa 1.500 bp. Die Spuren 1-4 weisen ungefahr eine Bande bei etwa
1500 bp auf, was auf eine erfolgreiche Amplifikation der Zielregion hinweist.
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3.1. Vergleich der taxonomischen Profile zwischen den beiden

Primer-Sets auf Gattungsebene

Zur Analyse der taxonomischen Profile des fakalen Mikrobioms zwischen den beiden
Primer-Sets wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient (r) berechnet. Grundlage hierfur
waren die Mittelwerte der relativen Haufigkeiten der 15 am haufigsten vorkommenden
Gattungen in den Proben fir jedes Primer-Set, deren Ergebnisse in einer Heatmap
dargestellt sind (siehe Abb. 6). Die Heatmap visualisiert die relative Haufigkeit jeder der
15 Gattungen und verwendet unterschiedliche Farbskalen, um die jeweiligen
Haufigkeitsstufen zu verdeutlichen.

Abbildung 6 zeigt eine schwache und statistisch nicht signifikante Korrelation zwischen
den taxonomischen Profilen der beiden Primer-Sets (r= 0,191, p= 0,495). Die generierten
Daten wurden mit einem Referenzdatensatz des American Gut Project (AGP)
verglichen, der aus Daten von 3.560 Probanden ohne Darmerkrankungen besteht
(McDonald et al. 2018a). Dieser Vergleich diente der genaueren Bewertung, welches
der beiden Primer-Seits (27F-l/ll) das fakale Mikrobiom realistischer abbildet. Die
Analyse zeigte eine signifikante Korrelation zwischen dem mit Primer 27F-11 bestimmten
taxonomischen Profil und dem AGP-Datensatz (r= 0,864, p=3,29e-05). Im Gegensatz
dazu ergab der Vergleich der mit Primer 27F-1 erzeugten Daten nur eine schwache,

statistisch nicht signifikante Korrelation mit dem AGP-Datensatz (r= 0,130, p= 0,638).
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Abb. 6: Vergleich der Mittelwerte der relativen Haufigkeit auf Gattungsebene fir die 15 am haufigsten
vorkommenden Taxa zwischen den beiden Primer-Sets mithilfe einer Heatmap und der Pearson-
Korrelation (r).

Vergleich der relativen Haufigkeit der 15 haufigsten vorkommenden Taxa zwischen den Primer-Sets 27F-I
und 27F-1l. Fur die Mikrobiomanalysen wurden Stuhlproben von Personen ohne Darmerkrankungen
verwendet. Zur Analyse der Ergebnisse wurden eine Heatmap und der Pearson-Korrelationskoeffizient (r)
herangezogen. Die Heatmap zeigt visuell die relative Gattungshaufigkeit fur jede der 15 Taxa, wobei
unterschiedliche Farbskalen verwendet werden, um die Haufigkeitsstufen zu verdeutlichen. Das Sternchen
zeigt die statistische Signifikanz an. Es wurde eine nur schwache, statistisch nicht signifikante Korrelation
(r= 0,191, p= 0,495) zwischen den OTUs festgestellt, die fur die jeweiligen Primer-Sets bestimmt wurden.
Als Referenz fiir ein normales taxonomisches Profil menschlicher Stuhlproben wurde der Datensatz des
American Gut Project (AGP) verwendet, der Proben von Personen ohne Darmerkrankungen umfasst.
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3.2. Vergleich der taxonomischen Profile zwischen den beiden

Primer-Sets auf Stammesebene

Auf Stammesebene zeigen sich signifikante Unterschiede in den relativen Haufigkeiten
der detektierten Taxa zwischen den beiden Primer-Sets. Diese Unterschiede werden in
Abbildung 7 dargestellt, die sowohl die durchschnittlichen relativen Haufigkeiten tber
alle Proben (A) als auch die Verteilung in den einzelnen Proben (B) zeigt. Die
Auswertung der mittleren relativen Haufigkeiten aller Stuhlproben zeigt, dass das
Primer-Set 27F-I zu einer signifikanten Uberreprasentation von Firmicutes fiihrt (80,4 %
vs. 49,4 %, p < 0,001). Gleichzeitig sind Bacteriodota (4,8 % vs. 33,2 %, p < 0,001),
Actinobacteria (0,1 % vs. 4,3 %, p < 0,001) und Verrucomicrobia (0,01 % vs. 2,2 %, p <
0,001) im Vergleich zum Primer-Set 27F-1l unterreprasentiert. Dies flhrt zu einer
signifikanten Abweichung des Firmicutes/Bacteroidota-Verhéltnisses (16,7 vs. 1,5, p <
0,001) zwischen den beiden Primer-Sets.
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Abb. 7: Ubersicht tiber die relative Haufigkeit der verschiedenen Stamme, gemittelt iber alle Proben
(A) und auf der Ebene der einzelnen Proben (B).

Ein Vergleich der relativen Haufigkeiten der verschiedenen Stamme unter Verwendung der beiden Primer-
Sets 27F-1 und 27F-11 wird dargestellt. In Abbildung A wurden die Daten des AGP von Stuhlproben von
Personen ohne Darmerkrankung als Referenz fiir ein normales taxonomisches Profil einer menschlichen
Stuhlprobe auf Stamm-Ebene verwendet. Die Analyse zeigte deutliche Unterschiede in der relativen
Haufigkeit der identifizierten Taxa. Der Primer 27F-lI filhrte im Mittel zu einer Uberreprasentation von
Firmicutes (80,4 % vs. 49,4 %, p< 0,001), wahrend gleichzeitig geringere Haufigkeiten von Verrucomicrobia
(0,01 % vs. 2,2 %, p > 0,001), Actinobacteria (0,1 % vs. 4,3 %, p > 0,001) und Bacteroidota (4,8 % vs. 33,2
%, p > 0,001) im Vergleich zum Primer 27F-1| festgestellt wurden.
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3.3. Darstellung der signifikantesten Unterschiede zwischen den

Primer-Sets auf Gattungsebene

Es wurden insgesamt Uber 125 Gattungen identifiziert, die signifikante Unterschiede in
den relativen Haufigkeiten aufwiesen. Fur eine detaillierte Analyse wurden die 10
Gattungen ausgewabhlt, die die groRten Unterschiede zwischen den Primer-Sets 27FI/11
zeigten (siehe Abb. 8). Die Analyse ergab, dass der Primer 27F-1 mit einer hoheren
relativen Haufigkeit von Faecalibacterium (27,306 % im Vergleich zu 6,666 %, p <0,001),
Anaerostipes (0,565 % gegeniber 0,057 %, p < 0,001), Vescimonas (0,106 % vs. 0,005
%, p < 0,001) und Simiaoa (0,977 % im Vergleich zu 0,003 %, p < 0,001) assoziiert ist.
Gleichzeitig ergab sich eine reduzierte relative Haufigkeit bei Bacteroides (2,189 %
gegeniber 17,853 %, p < 0,001), Bilophila (0,000 % vs. 0,210 %, p < 0,001), Clinsella
(0,021 % im Vergleich zu 0,693 %, p < 0,001), Phocaeicola (0,216 % gegentber 2,118
%, p < 0,001), Bifidobakterium (0,000 % vs. 3,427 %, p < 0,001) und Salmonella (0,000
% im Vergleich zu 0,759 %, p < 0,001). Eine tiefere taxonomische Analyse auf
Speziesebene wurde nicht durchgefiihrt, da das vom Hersteller bereitgestellte 16S-
Barcoding-Kit (SQK-16S024) lediglich auf die Validierung auf Gattungsebene

ausgerichtet ist
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Abb. 8: Vergleich der Gattungen mit den signifikantesten Unterschieden in der relativen Haufigkeit
zwischen den beiden Primer-Sets 27F-1 und 27F-Il.

Es werden signifikante Unterschiede in den relativen Haufigkeiten auf Gattungsebene dargestellt. Die
Untersuchung der Gattungen mit den gréRten Abweichungen zeigt, dass der Einsatz des Primers 27F-1 mit
einer erhéhten relativen Haufigkeit von Faecalibacterium (27,306 % vs. 6,666 %, p < 0,001), Anaerostipes
(0,565 % vs. 0,057 %, p < 0,001), Vescimonas (0,106 % vs. 0,005 %, p < 0,001) und Simiaoa (0,977 % vs.
0,003 %, p < 0,001) korreliert. Gleichzeitig wurde durch die Nutzung von 27F-I eine verringerte Haufigkeit
von Bacteroides (2,189 % vs. 17,853 %, p < 0,001), Phocaeicola (0,216 % vs. 2,118 %, p < 0,001), Bilophila
(0,000 % vs. 0,210 %, p < 0,001), Clinsella (0,021 % vs. 0,693 %, p < 0,001), Bifidobakterium (0,000 % vs.
3,427 %, p < 0,001) und Salmonella (0,000 % vs. 0,759 %, p < 0,001) festgestellt. Die statistische Relevanz
wird durch den p-Wert beschrieben, wobei *** fur p < 0,001 steht.

3.4. Einfluss der verschiedenen Primer-Sets auf die Alpha-Diversitét

und Taxonomie auf Gattungsebene

Abbildung 9 zeigt die Auswirkungen der Primer-Sets auf die Alpha-Diversitat und die
taxonomischen Einheiten auf Gattungsebene. Im ersten Teil (A) von Abbildung 9 ist die
Alpha-Diversitat dargestellt, die durch den Shannon-Index reprasentiert wird. Der
Shannon-Index dient zur quantitativen Erfassung der Diversitat innerhalb einer
Lebensgemeinschaft und bertcksichtigt sowohl die Vielfalt der Arten als auch deren
gleichméaBige Verteilung. Die gestrichelten grauen Linien in Teil (A) verbinden die
Ergebnisse der Proben nach der Analyse mit den Primer-Sets 27F-1 und 27F-Il. Teil (B)
von Abbildung 9 zeigt ein Venn-Diagramm, das die gemeinsamen und spezifischen
taxonomischen Einheiten auf Gattungsebene zwischen den beiden verwendeten Primer-
Sets darstellt. Dieses Venn-Diagramm bietet eine Ubersicht iiber die Uberlappungen und
Unterschiede in der taxonomischen Zusammensetzung der Proben, abhangig vom

verwendeten Primer-Set.
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Die Ergebnisse zeigen signifikante Unterschiede in der taxonomischen Diversitat. Das
Primer-Set 27F-l zeigt signifikant weniger verschiedene OTUs in Stuhlproben im
Vergleich zu 27F-Il. Dies wird durch einen statistisch signifikant niedrigeren Shannon-
Index (3,733 vs. 4,271, p < 0,001, siehe Abb. 9) verdeutlicht, der die Alpha-Diversitat
widerspiegelt. Insgesamt verdeutlicht Abbildung 9 somit den Einfluss der verwendeten
Primer-Sets auf die Alpha-Diversitat und die taxonomische Identifizierung auf

Gattungsebene.
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Abb. 9: Der Einfluss von verschiedenen Primer-Sets auf die Alpha-Diversitat und Taxonomie auf
Gattungsebene.

Die Alpha-Diversitat wird dargestellt als Shannon-Index (A) fur die beiden Primer-Sets sowie als ein Venn-
Diagramm (B), das die gemeinsamen und spezifischen taxonomischen Einheiten (OTUs) auf
Gattungsebene zwischen den beiden verwendeten Primer-Sets zeigt. Die gestrichelten grauen Linien in (A)
verbinden die Ergebnisse einer Probe nach der Analyse mit den 27F-I- bzw. 27F-ll-Primer-Sets. Die
statistische Signifikanz wird als p-Wert angegeben, wobei *** auf einen p-Wert von <0,001 hinweist.
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4. Diskussion

In den letzten Jahren hat sich die Forschung verstérkt auf das Mikrobiom fokussiert,
wobei zahlreiche Studien die Verbindung zwischen dem Mikrobiom und verschiedenen
Krankheiten aufgezeigt haben, von Adipositas und Diabetes bis hin zu Krebs- und
psychischen Erkrankungen (Zhu et al. 2020; Peirce und Alvifia 2019; Tang et al. 2019;
Jie et al. 2017). Mit der Einfuhrung der NGS hat die medizinische Forschung auch auf
diesem Bereich bedeutende Fortschritte erzielt. Im Vergleich zur traditionellen Sanger-
Sequenzierung, die auf die Analyse einzelner DNA-Fragmente pro Reaktion beschréankt
ist, zeichnet sich die NGS-Technologie durch ihre Fahigkeit zur hochparallelen
Sequenzierung aus. Durch Methoden wie die Nanopore-Sequenzierung konnen
Millionen von DNA-Fragmenten gelesen werden, was einen erheblichen Vorteil fur die
Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften darstellt (Lu et al. 2016; Zhao et al. 2023).
Ein Vorteil der Nanopore-Sequenzierung ist zudem ihre Fahigkeit zur prazisen
taxonomischen Klassifizierung. Dies umfasst die Identifikation mikrobieller Organismen
bis auf die Ebene einzelner Spezies, was die Grundlage fir eine differenzierte
Charakterisierung mikrobieller Okosysteme schafft (Benitez-Paez et al. 2016; Chen et
al. 2023; Kai et al. 2019). Das von Oxford Nanopore Technologies angebotene 16S
Barcoding Kit (SQK-16S024) spielt eine entscheidende Rolle bei der Vereinfachung,
Beschleunigung und Kosteneffizienz der Nanopore-Sequenzierung. Dieses Kit
ermoglicht die gezielte Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens zur Identifizierung und
Charakterisierung von Mikroorganismen (Lu et al. 2016; Jain et al. 2016). Es erleichtert
den Barcoding-Prozess und ermdéglicht eine effiziente Analyse des Mikrobioms mittels
Nanopore-Sequenzierung (Santos et al. 2020). Das Barcoding gewéhrleistet dadurch
eine genaue Zuordnung der Sequenzdaten zu den entsprechenden Proben, was
insbesondere bei Studien mit einer grof3en Anzahl von Proben wichtig ist, da es dazu
beitragt, Verwechslungen oder Fehler bei der Zuordnung der Daten zu vermeiden. Die
Verwendung der Barcodes ist im Methodenteil (siehe Abschnitt 2.2.3.) genauer erlautert.
Im Anhang (Tab. 7) sind die verwendeten Barcodes aufgelistet. Die Auswahl der Primer
fur die PCR ist von entscheidender Bedeutung, um genaue und zuverlassige Ergebnisse
bei der Identifizierung und Charakterisierung mikrobieller Gemeinsamkeiten zu erhalten
(Armougom 2009).

In dieser Studie wurde die Leistungsfahigkeit von zwei verschiedenen Primer-Sets, dem
im 16S Barcoding Kit enthaltenen Primer-Set (27F-I) und einem degenerierten Primer-
Set (27F-11), zur Analyse des 16S-rRNA-Genoms getestet. Die Primersequenzen des
Sets 27F-11 weisen mehrere degenerierte Basen gemal3 IUPAC-Code auf (Munteanu et
al. 2018), wodurch dieser 27F-ll-Ansatz insgesamt mehr Sequenzvarianten erzeugt als

der konventionelle 27F-I-Ansatz, der von ONT vertrieben wird.
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Die genaue Durchfiihrung der PCR in dieser Studie ist in Abschnitt 2.2.3. beschrieben,
wahrend die genauen Primersequenzen in Abschnitt 2.1.4. und die Sequenzvarianten in
Abschnitt 9.1. in Tabelle 6 aufgefiihrt sind. Die IUPAC-Codes ermdglichen die
Entwicklung von Primern, die mehrere mogliche Varianten abdecken, so dass ein
breiteres Spektrum von Mikroorganismen in einem einzigen PCR-Lauf erfasst werden
kann (Johnson 2010; Cornish-Bowden 1985). Dies tragt zu einer besseren Anpassung
an die Vielfalt der 16S-rRNA-Sequenzen bei, erhoht die Erfolgsrate der PCR und
verbessert die Genauigkeit bei der Identifizierung und Charakterisierung von
Mikroorganismen in Stuhlproben. Die Auswahl der Primer ist daher von entscheidender
Bedeutung, da sie die quantitative Zusammensetzung des Mikrobioms direkt beeinflusst.
Unterschiedliche  Primer-Sets kdonnen zu unterschiedlichen taxonomischen
Zuordnungen fuhren, was Unterschiede in der Identifizierung und Quantifizierung
bestimmter mikrobieller Taxa zur Folge haben kann (Matsuo et al. 2021). Studien haben
gezeigt, dass die Anwendung des kommerziellen 16S Barcoding Kits (SQK-16S024),
welches von ONT betrieben wird, nur begrenzt in der Lage ist, bestimmte Taxa wie das
Bifidobakterium zu identifizieren (Matsuo et al. 2021; Kai et al. 2019). Eine mogliche
Ursache hierfur kénnten Sequenzdiskrepanzen im verwendeten Primer fur die 16S-
rRNA-Amplifikation sein (Kim et al. 2013). Veranderungen in der Zusammensetzung des
Bifidobakteriums im Darm wurden mit verschiedenen Krankheiten wie Adipositas,
Allergien und CED in Verbindung gebracht (Arboleya et al. 2016). Angesichts ihrer
vermuteten gesundheitsfordernden  Wirkung wurden zahlreiche Stamme von
Bifidobakterien als Probiotika eingesetzt (Backhed et al. 2005). Aus diesem Grund
kénnte die Charakterisierung dieser Bakterienspezies in diesem Zusammenhang von
potenziellem Nutzen fir die klinische Praxis sein. Die 16S-rRNA-Gensequenz von
Bifidobakterien weist drei Basenkonflikte mit dem 27F-Forward-Primer auf, der im
kommerziellen Sequenzierungskit von ONT verwendet wird, die die Amplifikation in
Richtung Unterreprasentation der Bifidobakterium-Spezies verzerrt darstellen lasst. Um
diesen Nachteil zu Uberwinden, wurden drei degenerierte Basen in die 16S-rRNA-Gen-
spezifischen Sequenzen des Primers eingefuhrt (Kai et al. 2019; Matsuo et al. 2021).
Dieses degenerierte Primer-Set wurde in dieser Studie als 27F-II definiert und zum
Vergleich mit den herkdmmlichen Primer von ONT herangezogen. Es wurden
signifikante Unterschiede sowohl in der Taxonomie als auch in der relativen Haufigkeit
vieler verschiedener Taxa zwischen den beiden Primeranséatzen festgestellt. Wie in
Abbildung 9 dargestellt, fiihrte unter anderem das Primer-Set 27F-I zu einer signifikant
geringeren bakteriellen Biodiversitat im Gegensatz zum Primer-Set 27F-1l. Konkret
erkannte das Primer-Set 27F-I signifikant weniger verschiedene OTUs in Stuhlproben

als das Primer-Set 27F-Il. Dies wird durch einen statistisch signifikant niedrigeren
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Shannon-Index (3,733 vs. 4,271, p < 0,001, siehe Abb. 9) verdeutlicht. Ein niedrigerer
Shannon-Index bedeutet, dass die mikrobielle Gemeinschaft weniger vielfaltig ist,
entweder weil einige Arten dominieren und andere weniger haufig sind, oder weil
insgesamt weniger Arten vorhanden sind. Ein solcher Befund kann auf verschiedene
Faktoren hinweisen, darunter Stérungen im Okosystem, bestimmte Umweltbedingungen
oder Krankheiten, die die Vielfalt der mikrobiellen Gemeinschaft beeinflussen. Es kann
auch auf eine Dysbiose hindeuten, bei der das Gleichgewicht der Mikroorganismen im
Mikrobiom gestort ist, was mit verschiedenen Krankheiten in Verbindung gebracht
werden kann (Finzer et al. 2023; Sheflin et al. 2014; Gawatko et al. 2021). Betrachtet
man wie in Abbildung 7 A dargestellt die Stammesebene, zeigt sich im 27F-I-Ansatz eine
deutlich erhohte relative Haufigkeit von Firmicutes und Proteobacteria sowie ein hohes
Verhaltnis von Firmicutes zu Bacteroidetes, im Vergleich zum degenerierten Primer-Set
27F-1l. Diese Unterschiede sind auch auf der Gattungsebene deutlich zu sehen. Die
Verwendung von Primer-Set 27F-I fihrte zu geringeren relativen Haufigkeiten der
Gattungen Bacteroides, Bifidobakterium und Phocaeicola und hoheren relativen
Haufigkeiten von Faecalibacterium im Vergleich zu Primer 27F-Il (siehe Abb. 8). Des
Weiteren fuhrte das Primer-Set 27F-1 zu einer signifikanten Unterreprasentation
bestimmter phylogenetischer Gruppen wie Bifidobakterium, Bacteroides und Prevotella,
wahrend der 27F-11-Ansatz eine deutlich bessere Abdeckung und Repréasentation dieser
Taxa ermoglichte (siehe Abb. 6). Insgesamt zeigten diese Ergebnisse erhebliche
Unterschiede in der Abdeckung des Mikrobioms, was die zentrale Rolle der Primerwahl
fur die reprasentative Erfassung spezifischer Taxa unterstreicht. Eine mogliche Ursache
hierfir konnte in der Bindungseffizienz der verwendeten Sequenzierungsprimer liegen,
die eine Uber- oder Unterreprasentation bestimmter phylogenetischer Gruppen zur
Folge haben. Die Analyse der Pearson-Korrelation zwischen den taxonomischen
Klassifikationen der beiden Primer-Sets ergab eine schwache und statistisch nicht
signifikante Korrelation. Im Vergleich zu den Daten des American Gut Projects (AGP)
spiegelt der Primer 27F-Il die fakale mikrobielle Zusammensetzung und Diversitat
zuverlassiger wider als der Primer 27F-1 (siehe Abb. 6 und 7). Obwohl die untersuchte
Bevdlkerung und die AGP-Population einen &hnlichen, westlichen Lebensstil und
Urbanisierungsgrad aufweisen und beide Sequenzierungsansatze die V4-Region des
16s-rRNA-Gens verwenden, sollte dieser Vergleich nur als Hinweis betrachtet werden,
da er mit mehreren Einschrankungen verbunden ist. Zu den methodischen
Unterschieden zahlen bspw. die Probenentnahme und DNA-Extraktion, die jeweils nach
unterschiedlichen Protokollen durchgefiihrt wurden. Zudem wurde der AGP-Datensatz
unter Verwendung der lllumina-Short-Read-Sequenzierungen generiert. Sowohl die

Auswahl der konservierten Region des 16S-rRNA-Gens zur Amplifikation als auch die
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Wahl der spezifischen Primer-Sets sowie die bioinformatische Analyse weichen
insgesamt deutlich von den in dieser Studie angewandten Methoden ab (McDonald et
al. 2018b). Die Studie von Frank et. al. untersuchte detailliert die Bindungsstellen des
27F-Primers und identifizierte mehrere Varianten, die die Amplifikation spezifischer
phylogenetischer Cluster beeinflussen kénnen (Frank et al. 2008). Es wurde dabei
festgestellt, dass gangige 27F-Primersequenzen, einschliellich des in der vorliegenden
Studie eingesetzten 27F-1 Primer-Sets, diese Varianten nicht enthalten. Diese
Erkenntnis konnte erklaren, warum bestimmte phylogenetische Gruppen des
Mikrobioms bei der Verwendung des 27F-I-Primer-Sets im Vergleich zum 27F-Primer-
Set oder den Standards des AGP deutlich weniger reprasentiert sind. Im Rahmen der
Analyse wurden mehrere Basenfehlpaarungen zwischen dem 27F-I-Primer und
spezifischen Taxa wie Bifidobakterium oder Bacteroides identifiziert. Solche
Fehlpaarungen koénnen die Bindungseffizienz des Primers beeintrdchtigen, was
wiederrum zu einer unzureichenden Amplifikation und somit zu einer geringeren
Repréasentation dieser Taxa in den resultierenden Sequenzierungsdaten fiihren kann
(Frank et al. 2008; Matsuo et al. 2021).

Die héhere relative Haufigkeit des Taxons Faecalibacterium bei Verwendung des 27F-I-
Primers im Vergleich zur 27F-ll-basierten Analyse kénnte darauf hindeuten, dass der
Primer 27F-l eine bessere Abdeckung dieses Taxons ermdglicht. Eine alternative,
jedoch weniger wahrscheinliche Erklarung fir die geringere relative Haufigkeit von
Faecalibacterium beim Einsatz des 27F-lI-Primers im Vergleich zum 27F-I-Primer-
Ansatz kénnte in Verdinnungseffekten begriindet sein, die mit der Verwendung von
degenerierten Primer in Verbindung stehen (Linhart und Shamir 2005; Frank et al. 2008).
Im Vergleich zum Primer-Set 27F-I bietet das degenerierte Primer-Set 27F-Il insgesamt
jedoch den Vorteil, dass es auf eine breitere Vielfalt von Sequenzen abzielt, indem es
an mehrere &hnliche, aber nicht identische Sequenzen binden kann.

Dies ermdglicht eine umfassendere Erfassung der mikrobiellen Vielfalt, einschlie3lich
solcher mit geringerer Haufigkeit oder hoher genetischer Diversitat. Allerdings bergen
degenerierte Primer auch das Risiko einer verstarkten unspezifischen Amplifikation oder
der Bildung von Primerdimeren, was die Effizienz und Genauigkeit der PCR
beeintrachtigen kann (Dieffenbach et al. 1993). Dieses Problem kann jedoch durch eine
prazise Vorhersage der erwarteten Amplikonlange und deren Berlcksichtigung in den
Filtereinstellungen bei der Sequenzdatenbearbeitung weitgehend minimiert werden.
AbschlieRend ist es essentiell, die Methoden der Mikrobiomanalyse kritisch zu bewerten,
da zahlreiche Faktoren die Ergebnisse beeinflussen kénnen. Hierzu zéhlen unter
anderem die gewahlte Sequenziermethode, wie bspw. lllumina oder Nanopore, sowie

die Auswahl der PCR-Primer, die in der vorliegenden Studie vergleichend analysiert
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wurden. Eine sorgfaltige Wahl der Methoden, die Berlcksichtigung der
StichprobengréfRe und ein durchdachtes Studiendesigns sind entscheidend, um valide
Ergebnisse zu erzielen. Nur durch eine griindliche Uberpriifung des methodischen
Ansatzes lasst sich die Zuverlassigkeit und Relevanz der Ergebnisse sicherstellen,
wodurch die Grundlage fur fundierte und reproduzierbare wissenschaftliche

Schlussfolgerungen geschaffen wird.
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5. Schlussfolgerung

Die jungsten Fortschritte in der Mikrobiomanalyse haben die taxonomische Aufldsung
bei der vollstédndigen Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens im Vergleich zur Short-Read-
Sequenzierung erheblich verbessert. Diese Entwicklungen legen nahe, dass die zeit-
und kosteneffiziente Nanopore-Technologie eine zunehmend zentrale Rolle in der
Mikrobiomforschung spielen wird. Vor diesem Hintergrund wird eine vergleichende
Analyse vorgestellt, die die In-vivo-Leistung zweier speziell fur die vollstandige
Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens entwickelter Primer-Sets untersucht. Dabei zeigte
das Primer-Set 27F-1 deutliche Schwachen bei der zuverlassigen Reproduktion der
mikrobiellen Taxonomie in Stuhlproben. Im Gegensatz dazu erwies sich das starker
degenerierte Primer-Set 27F-Il als praziser und zuverlassiger in der Erfassung der
mikrobiellen Zusammensetzung. Durch den Einsatz beider Primer-Sets konnten prazise
Daten generiert und miteinander verglichen werden, was eine detaillierte Analyse der
mikrobiellen Zusammensetzung erma@glichte. Diese genaue Erfassung ist essenziell, um
das Mikrobiom und seine Rolle in gesundheitsbezogenen Studien und klinischen
Anwendungen zu verstehen. Die Verwendung des vorgeschlagenen 27F-II-Primers
konnte die Préazision und Zuverlassigkeit kinftiger Studien verbessern und die
Aussagekraft von Ergebnissen, die mittels Nanopore-Sequenzierung gewonnen werden,
erhdhen. Diese Untersuchung unterstreicht somit die Relevanz einer sorgféltigen

Auswahl von Sequenzierungsprimern fir die Mikrobiomanalyse.
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6. Zusammenfassung

Die Nanopore-Sequenzierung hat in der Mikrobiomforschung bedeutende Fortschritte
ermdoglicht. Durch ihre Portabilitat kbnnen Sequenzierungsgerate in tragbaren Formaten
hergestellt werden, was eine Vielzahl von Anwendungen ertffnet. Die Fahigkeit zur
Echtzeit-Sequenzierung ermdglicht die direkte DNA- oder RNA-Analyse wahrend des
Sequenzierungsprozesses, was sowohl eine beschleunigte Diagnosestellung als auch
die dynamische Uberwachung biologischer Prozesse unterstiitzt. Ein wesentlicher
Vorteil der Nanopore-Technologie liegt in den langen Leseléngen, die eine vollstandige
Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens ermdglichen. Dies erlaubt eine differenzierte
Charakterisierung komplexer mikrobieller Gemeinschaften sowie die Detektion seltener
oder schwer sequenzierbarer Mikroorganismen. Die umfassendere Analyse der
mikrobiellen Diversitat in unterschiedlichen Umgebungen tragt entscheidend dazu bei,
die biologischen Prozesse und Interaktionen innerhalb des Mikrobioms praziser zu
erfassen und besser zu verstehen.

In der vorliegenden Studie wurde die Leistungsfahigkeit zweier unterschiedlicher Primer-
Sets fiir die vollstandige Sequenzierung des 16S-rRNA-Gens untersucht. Dazu wurden
das Primer-Set (27F-1), das Teil des 16S Barcoding-Kit von Oxford Nanopore
Technologies ist, und ein starker degeneriertes Primer-Set (27F-Il) miteinander
verglichen. Die Analyse umfasste insgesamt 73 Stuhlproben. Es zeigten sich signifikante
Unterschiede sowohl in der taxonomischen Vielfalt als auch in den relativen Haufigkeiten
zwischen den beiden untersuchten Primer-Sets. Das Primer-Set 27F-I wies eine deutlich
geringere Biodiversitat auf, mit einer Dominanz von Firmicutes und Proteobakterien
sowie einem erhdhten Verhaltnis von Firmicutes zu Bacteroidetes im Vergleich zum
starker degenerierten Primer-Set (27F-11). Das starker degenerierte Primer-Set 27F-II
lieferte eine genauere Reprasentation der mikrobiellen Zusammensetzung, wie sie in
westlichen Industriegebieten im Rahmen des American Gut Project dokumentiert wurde.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass das starker degenerierte Primer-Set (27F-Il)
insbesondere fur die Analyse des menschlichen Mikrobioms mittels Nanopore-
Sequenzierung bevorzugt eingesetzt werden sollte. Die gewonnenen Erkenntnisse
konnten die Préazision und Zuverlassigkeit von Mikrobiomstudien erheblich verbessern
und dadurch wesentliche Auswirklungen auf die klinische Forschung im Bereich des

Mikrobioms haben.
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7. Summary

Nanopore sequencing has enabled significant advancements in microbiome research.
Its portability allows for the production of sequencing devices in compact formats,
opening up a wide range of applications. The real-time sequencing capability facilitates
direct DNA or RNA analysis during the sequencing process, supporting both accelerated
diagnostics and dynamic monitoring of biological processes. A key advantage of
Nanopore technology lies in its ability to generate long read lengths, enabling the
complete sequencing of the 16S rRNA gene. This allows for a more detailed
characterization of complex microbial communities and the detection of rare or difficult-
to-sequence microorganisms. The comprehensive analysis of microbial diversity across
various environments significantly contributes to a more precise and deeper
understanding of biological processes and interactions within the microbiome.

This investigation assessed the effectiveness of two different primer-sets for full-length
sequencing of the 16S rRNA gene. Primer-set 27F-I, included in the Oxford Nanopore
Technologies (ONT) 16S Barcoding Kit, was compared with a more degenerate primer-
set, 27F-1l. A total of 73 stool samples were analyzed. Notable differences in taxonomic
diversity and relative abundance were found between the two primer-sets. The 27F-I
primer-set showed significantly reduced biodiversity, with a predominance of Firmicutes
and Proteobacteria, and a higher Firmicutes-to-Bacteroidetes ratio compared to the
more degenerate 27F-1l primer-set. The 27F-Il set offered a more accurate depiction of
the microbial composition found in Western industrialized populations, as outlined in the
American Gut Project. These results indicate that the 27F-IlI primer-set is particularly
effective for human microbiome analysis using Nanopore sequencing. The findings from
this research could greatly improve the precision and dependability of microbiome

studies, with potential significant impacts on clinical research in microbiome analysis.
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9. Anhang

9.1. Relevante Daten

Tab. 6: Eine detaillierte Aufstellung samtlicher Sequenzvarianten beider Primer-Anséatze 27F-/Il.

27F-l Forward expanded

(20 nt, Tm: 62-64 °C)

Sequenz
AGAGTTTGATCATGGCTCAG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

27F-1 Reverse expanded
(20 nt, Tm: 59 °C)
Sequenz

CGGTTACCTTGTTACGACTT

27F-Il Forward expanded

(20 nt, Tm: 56 -66 °C)

Sequenz
AGAGTTCGATCATGGCTCAG
AGAGTTCGATCCTGGCTCAG
AGAGTTCGATTATGGCTCAG
AGAGTTCGATTCTGGCTCAG
AGAGTTTGATCATGGCTCAG
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
AGAGTTTGATTATGGCTCAG
AGAGTTTGATTCTGGCTCAG
AGGGTTCGATCATGGCTCAG
AGGGTTCGATCCTGGCTCAG
AGGGTTCGATTATGGCTCAG
AGGGTTCGATTCTGGCTCAG
AGGGTTTGATCATGGCTCAG
AGGGTTTGATCCTGGCTCAG
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AGGGTTTGATTATGGCTCAG
AGGGTTTGATTCTGGCTCAG

27F-1l Reverse expanded

(20 nt, Tm: 59-61°C)

Sequenz
CGGCTACCTTGTTACGACTT
CGGTTACCTTGTTACGACTT
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Abb. 10: Die Verarbeitung und Analyse der Rohdaten mit dem Workflow Natrix.

Der Workflow Natrix umfasst eine sequentielle Abfolge von mehreren Schritten. Diese umfassen die
Vorverarbeitung der Rohdaten, wie z. B. Qualitatskontrolle und das Trimmen von Adaptersequenzen. Im
Anschluss wird das Clustering der Reads durchgefiihrt, um &hnliche Sequenzen zusammenzufassen. Des

Weiteren wird eine taxonomische Zuordnung vorgenommen,
entsprechenden taxonomischen Kategorien zuzuweisen.

um die Amplikon-Sequenzen den
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Tab. 7: Verwendeten Barcodes fir die PCR.

Barcode-Komponente

Sequenz

BCO01/RBO1
BC02 / RBO2
BC03 / RBO3
BC04 / RBO4
BCO05 / RBO5
BCO06 / RB0O6
BCO7 / RBO7
BCO08 / RBO8
BCO09 / RB0O9
BC10/RB10
BC11/RB11
BC12/RB12
BC13/16S13/RB13
BC14/16S14 / RB14
BC15/16S15/RB15
BC16/16S16 / RB16
BC17/16S17 / RB17
BC18/16S18/RB18
BC19/16S19/RB19
BC20/16S20/ RB20
BC21/16S21/RB21
BC22/16S22 / RB22
BC23/16S23/ RB23
BC24 /16S24 | RB24
BC25/RB25
BC26 / RB26
BC27 / RB27
BC28 / RB28
BC29 / RB29
BC30/RB30
BC31/RB31
BC32/ RB32
BC33/RB33
BC34 / RB34
BC35/RB35
BC36 / RB36
BC37 / RB37
BC38/RB38
BC39/ RB39
BC40 / RB40
BC41/RB41
BC42 / RB42
BC43/ RB43
BC44 /| RB44
BC45/ RB45
BC46 / RB46
BC47 /| RB47
BC48 / RB48
BC49/ RB49
BC50 / RB50
BC51/RB51
BC52 / RB52
BC53/ RB53

AAGAAAGTTGTCGGTGTCTTTGTG
TCGATTCCGTTTGTAGTCGTCTGT
GAGTCTTGTGTCCCAGTTACCAGG
TTCGGATTCTATCGTGTTTCCCTA
CTTGTCCAGGGTTTGTGTAACCTT
TTCTCGCAAAGGCAGAAAGTAGTC
GTGTTACCGTGGGAATGAATCCTT
TTCAGGGAACAAACCAAGTTACGT
AACTAGGCACAGCGAGTCTTGGTT
AAGCGTTGAAACCTTTGTCCTCTC
GTTTCATCTATCGGAGGGAATGGA
CAGGTAGAAAGAAGCAGAATCGGA
AGAACGACTTCCATACTCGTGTGA
AACGAGTCTCTTGGGACCCATAGA
AGGTCTACCTCGCTAACACCACTG
CGTCAACTGACAGTGGTTCGTACT
ACCCTCCAGGAAAGTACCTCTGAT
CCAAACCCAACAACCTAGATAGGC
GTTCCTCGTGCAGTGTCAAGAGAT
TTGCGTCCTGTTACGAGAACTCAT
GAGCCTCTCATTGTCCGTTCTCTA
ACCACTGCCATGTATCAAAGTACG
CTTACTACCCAGTGAACCTCCTCG
GCATAGTTCTGCATGATGGGTTAG
GTAAGTTGGGTATGCAACGCAATG
CATACAGCGACTACGCATTCTCAT
CGACGGTTAGATTCACCTCTTACA
TGAAACCTAAGAAGGCACCGTATC
CTAGACACCTTGGGTTGACAGACC
TCAGTGAGGATCTACTTCGACCCA
TGCGTACAGCAATCAGTTACATTG
CCAGTAGAAGTCCGACAACGTCAT
CAGACTTGGTACGGTTGGGTAACT
GGACGAAGAACTCAAGTCAAAGGC
CTACTTACGAAGCTGAGGGACTGC
ATGTCCCAGTTAGAGGAGGAAACA
GCTTGCGATTGATGCTTAGTATCA
ACCACAGGAGGACGATACAGAGAA
CCACAGTGTCAACTAGAGCCTCTC
TAGTTTGGATGACCAAGGATAGCC
GGAGTTCGTCCAGAGAAGTACACG
CTACGTGTAAGGCATACCTGCCAG
CTTTCGTTGTTGACTCGACGGTAG
AGTAGAAAGGGTTCCTTCCCACTC
GATCCAACAGAGATGCCTTCAGTG
GCTGTGTTCCACTTCATTCTCCTG
GTGCAACTTTCCCACAGGTAGTTC
CATCTGGAACGTGGTACACCTGTA
ACTGGTGCAGCTTTGAACATCTAG
ATGGACTTTGGTAACTTCCTGCGT
GTTGAATGAGCCTACTGGGTCCTC
TGAGAGACAAGATTGTTCGTGGAC
AGATTCAGACCGTCTCATGCAAAG
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BC54 / RB54
BC55 / RB55
BC56 / RB56
BC57 / RB57
BC58 / RB58
BC59 / RB59
BC60 / RB60
BC61/ RB61
BC62 / RB62
BC63 / RB63
BC64 / RB64
BC65 / RB65
BC66 / RB66
BC67 / RB67
BC68 / RB68
BC69 / RB69
BC70/RB70
BC71/RB71
BC72/ RB72
BC73/RB73
BC74 / RB74
BC75/RB75
BC76 / RB76
BC77 / RB77
BC78/ RB78
BC79/RB79
BC80/ RB80
BC81/RB81
BC82 / RB82
BC83/ RB83
BC84 / RB84
BC85 / RB85
BC86 / RB86
BC87 / RB87
BC88 / RB88
BC89 / RB89
BC90/ RB90O
BC91/RB91
BC92 / RB92
BC93/ RB93
BC94 / RB94
BC95 / RB95
BC96 / RB96

CAAGAGCTTTGACTAAGGAGCATG
TGGAAGATGAGACCCTGATCTACG
TCACTACTCAACAGGTGGCATGAA
GCTAGGTCAATCTCCTTCGGAAGT
CAGGTTACTCCTCCGTGAGTCTGA
TCAATCAAGAAGGGAAAGCAAGGT
CATGTTCAACCAAGGCTTCTATGG
AGAGGGTACTATGTGCCTCAGCAC
CACCCACACTTACTTCAGGACGTA
TTCTGAAGTTCCTGGGTCTTGAAC
GACAGACACCGTTCATCGACTTTC
TTCTCAGTCTTCCTCCAGACAAGG
CCGATCCTTGTGGCTTCTAACTTC
GTTTGTCATACTCGTGTGCTCACC
GAATCTAAGCAAACACGAAGGTGG
TACAGTCCGAGCCTCATGTGATCT
ACCGAGATCCTACGAATGGAGTGT
CCTGGGAGCATCAGGTAGTAACAG
TAGCTGACTGTCTTCCATACCGAC
AAGAAACAGGATGACAGAACCCTC
TACAAGCATCCCAACACTTCCACT
GACCATTGTGATGAACCCTGTTGT
ATGCTTGTTACATCAACCCTGGAC
CGACCTGTTTCTCAGGGATACAAC
AACAACCGAACCTTTGAATCAGAA
TCTCGGAGATAGTTCTCACTGCTG
CGGATGAACATAGGATAGCGATTC
CCTCATCTTGTGAAGTTGTTTCGG
ACGGTATGTCGAGTTCCAGGACTA
TGGCTTGATCTAGGTAAGGTCGAA
GTAGTGGACCTAGAACCTGTGCCA
AACGGAGGAGTTAGTTGGATGATC
AGGTGATCCCAACAAGCGTAAGTA
TACATGCTCCTGTTGTTAGGGAGG
TCTTCTACTACCGATCCGAAGCAG
ACAGCATCAATGTTTGGCTAGTTG
GATGTAGAGGGTACGGTTTGAGGC
GGCTCCATAGGAACTCACGCTACT
TTGTGAGTGGAAAGATACAGGACC
AGTTTCCATCACTTCAGACTTGGG
GATTGTCCTCAAACTGCCACCTAC
CCTGTCTGGAAGAAGAATGGACTT
CTGAACGGTCATAGAGTCCACCAT
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9.2. Lebenslauf (Curriculum vitae)

B Personliche Daten

Name:
Geburtsdatum:
Geburtsort:
Staatsangehorigkeit:

E-Mail:

B Laufbahn

Schulische Laufbahn

1999 — 2003
2003 — 2005
2005 — 2009
2009 - 2012
2012

Universitare Laufbahn

10/2012 - 09/2015

09/2015
10/2015 — 09/2017

09/2017

10/2017 — 10/2023
11/2023
01/2024

Lek Babalija
13.05.1993

St. Gallen, Schweiz
Deutsch

lek.babalija@icloud.com

Grundschule Wigmodi Stral3e
Orientierungsstufe Luder-Cliver-Stral3e
Gymnasium: Lehmhorster Stral3e
Oberstufe: Schulzentrum Neustadt

Abschluss: Abitur

Studium an der Friedrich-Alexander-Universitét
Erlangen-Nurnberg

Abschluss: B.Sc. in Biologie

Studium an der Friedrich-Alexander-Universitat
Erlangen-Nirnberg

Abschluss: M.Sc. in Zell- und Molekularbiologie

Studium an der Philipps-Universitat Marburg
Abschluss: Medizin (3. Staatsexamen)

Assistenzarzt am Roten Kreuz Krankenhaus
Bremen: Allgemein- und Viszeralchirurgie
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B Pflegepraktikum und Famulaturen

02/2018 — 04/2018
08/2018 — 10/2018
03/2020 — 04/2020

08/2020 — 09/2020
03/2021 - 04/2021
08/2021 - 09/2021

B Praktisches Jahr

21.11.2022 - 12.03.2023
13.03.2023 - 02.07.2023
03.07.2023 — 22.10.2023

B Weitere Tatigkeiten

05/2015 - 07/2020

08/2020 — 06/2021

03/2021 — 04/2023

Pflegepraktikum am Klinikum Bremen Nord
Pflegepraktikum am Klinikum Bremen Nord

Famulatur in der Viszeralchirurgie am Klinikum
Bremen Nord

Famulatur in der Allgemeinmedizin in Bremen
Famulatur in der Ambulanz am UKGM Marburg

Famulatur in der Gastroenterologie am UKGM

Marburg

Chirurgie am St. Joseph Stift in Bremen
Urologie am Klinikum Bremen-Mitte

Innere Medizin am Roten Kreuz Krankenhaus in

Bremen

Werkstudent bei Siemens Healthineers in Erlangen
und Marburg

Medizinisch-technischer Assistent am UKGM
Marburg

Werkstudent beim Gesundheitsamt in Marburg
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9.3. Verzeichnis der akademischen Lehrer/-innen

Meine akademischen Lehrerenden waren die Damen und Herren aus Marburg:

Adamkiewicz

Aigner
Al-Fakhri
Alter
Arenz
Balz
Baranovski
Barth
Bartsch
Basler
Bauer
Baum
Baumann
Becker A.
Becker S.
Bender
Berger

Bertoune

Best

Bette
Bien

Bliemel

Damanakis
Decher

del Rey
Denkert
Dettmeye
Dietz
Divchev
Dodel
Donner-Banzhoff
Duda
Eberhart
Ehlenz
Eickmann
Eming
Fendrich
Feuser
Frink

Fritz

Fuchs-

Winkelmann
Gebhardt
Geks

Geraedts
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Bohlander
Bonaterra
BOsner
Braun
Brehm
Biicking
Burchert
Carl

Cetin
Czubayko
Hertl
Hildebrand
Hobinger
Hoch
Holland
Holst
Holzer
Hoyer
Hundt
Jansen
Jerrentrup
Josephs
Kalder
Kampmann
Kann

KanngielRer

Gobert
Gorg
Gress
Greulich
Grikscheit
Grimm
Grosse
Grundmann
Grzeschik
Hegele
Loffler
Loffler
Lohoff
Lusebrink
Luster
Mahnken
Maier
Maisner
Maurer
Menzler
Mey
Milani
Mirow
Moll

Morin

Mossdorf
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Keber

Kill
Kim-Berger
Kinscherf
Kircher
Kirschbaum
Klaus
Klemmer
Klose
Knipper
Koczulla
Kohler S.
Kohler U.
Kolb-Niemann
Konig
Koolmann
Krieg

Kruse
Kihnert
Leonhardt
Lill

Pottgen
Preisig-Muller
Printz

Quint

Reese

Mueller
Miller
Mutters
Neubauer
Neumdiller
Nikolaizik
Nimsky
Oberkircher
Oberwinkler
Oertel
Oliver

Opitz
Pagenstecher
Pankuweit
Parahuleva
Patrascan
Peter
Peterlein
Pfitzner
Plant

Portig
Tackenberg
Thieme
Thum
Timmermann

Timmesfeld
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Renke
Renz
Richter

Riera-

Knorrenschild
Rohm
Rost
Rothmund
Ruchholtz
Risch
Rust
Sahmland
Schéfer
Schieffer
Schmeck
Schmidt
Schneider
Schratt
Schu
Schitz
Schwarz
Seifert
Seipelt
Seitz
Sekundo

Sevinc

Vogelmeier
Vogt

Vojnar

Wagner

Weber
Weihe
Werner
Wertenbruch
Westermann
Wiesmann
Wissniowski
Wittig
Worzfeld
Wrocklage
Wulf
Zavorotny
Zemlin

Ziller
Zimmer

Zwiorek
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Sieveking
Sommer
Steininger
Strik
Stuck

Suske
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9.4. Danksagung

Zum Abschluss mdéchte ich mich bei allen bedanken, die mich bei der Verfassung meiner
Arbeit begleitet haben.

Zuerst geht mein Dank an meine Betreuer, Herrn PD Dr. Volker Ruppert und Herrn Dr.
Christian Wachter. Ohne Euch ware dieses Projekt niemals so gut vorangekommen. Ich
danke Euch fir die Betreuung dieser Arbeit rund um die Uhr. Ihr habt mich in jeder
Hinsicht unterstitzt und motiviert. Au3erdem mdchte ich mich bei Herrn Dr. Muhidien
Soufi bedanken, der mir in allen Fragen rund um diese Arbeit ein fachkundiger
Ansprechpartner war.

Ich danke Herrn Prof. Schieffer und Prof. Schéfer fir die Bereitstellung der
Laborrdumlichkeiten fir die Ausfuhrung der Experimente.

Ein ausdrickliches Lob geht an das komplette Team des Zentrums fir unerkannte und
seltene Krankheiten vom UKGM.

Ebenfalls méchte ich mich bei Herrn Leon Fehse, Herrn Marius Welzel und Herrn
Dominik Heider des Fachbereichs Mathematik und Informatik der Phillipps-Universitat
Marburg fir die tolle Unterstlitzung in der statistischen Auswertung bedanken.

Ein herzliches Dankeschdn an alle Probanden fiur Ihre Zustimmung und Teilnahme an
diesem Projekt. Ohne lhre Bereitschaft gabe es kein Material fiir die experimentellen
Versuche.

Meinen tiefsten Dank mochte ich meiner Familie und meinen Freunden aussprechen,
die mich wahrend dieser Zeit tatkraftig unterstiitzt haben. Ich danke meiner Frau,
Liridona Hajdari, und meinem Sohn, Liam Babalija. Ihr habt mir in meiner schwersten
Zeit immer ein Lacheln geschenkt und mir Kraft gegeben weiterzumachen, egal wie
schwer es fur mich war.

Diese Arbeit widme ich meiner Mutter, Lindita Babalija, die leider am 03.10.23 von uns
gegangen ist. Mama, ich weil3, du bist stolz auf mich. Du hast mich in deiner schwersten
Zeit immer unterstitzt. Du warst diejenige, die ich taglich auf dem Laufenden gehalten
habe und diejenige, die mich wahrend meiner Doktorarbeit immer wieder motiviert hat.

In Gedanken bin ich bei dir.
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9.5. Ehrenwdortliche Erklarung

Ich erklare ehrenwdrtlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin Marburg zur
Promotionsprifung eingereichte Arbeit mit dem Titel ,Vergleichende Analyse der
Sequenzierung des Genoms der 16S ribosomalen RNA in voller LaAnge in menschlichen
Fakalproben unter Verwendung von Primer-Sets mit unterschiedlichem
Degenerationsgrad® in der Klinik fir Kardiologie, Angiologie und internistische
Intensivmedizin unter Leitung von Herrn PD. Dr. Ruppert und Herrn Doktor Wachter
ohne sonstige Hilfe selbst durchgefihrt und bei der Abfassung der Arbeit keine anderen
als die in der Dissertation aufgefihrten Hilfsmittel benutzt habe.

Ich habe bisher an keinem in- oder auslandischen Medizinischen Fachbereich ein
Gesuch um Zulassung zur Promotion eingereicht, noch die vorliegende oder eine andere

Arbeit als Dissertation vorgelegt.

Ich versichere, dass ich samtliche wortlichen oder sinngemaRen Ubernahmen und Zitate
kenntlich gemacht habe. Mit dem Einsatz von Software zur Erkennung von Plagiaten bin

ich einverstanden.

Die vorliegende Arbeit “Comparative analysis of full-length 16s ribosomal RNA genome
sequencing in human fecal samples using primer sets with different degrees of
degeneracy” wurde am 26.07.2023 im Journal ,Frontiers in Genetics“ veroffentlicht
(Waechter et al. 2023).

Ort, Datum, Unterschrift Doktorandin/Doktorand

Die Hinweise zur Erkennung von Plagiaten habe ich zur Kenntnis genommen.

Ort, Datum, Unterschrift Referentin/Referent




