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Im Rahmen des Teilprojekts 6 des ABROGATE-Verbunds wurde untersucht, inwiefern das menschliche
Mikrobiom mit Lebensmittelallergien in Zusammenhang steht. Ziel war es, mikrobiologische Signatu-
ren zu identifizieren, die diagnostisch oder therapeutisch nutzbar sein kénnten.

Zu Beginn wurde eine Zwillingskohorte analysiert, bei der jeweils einer oder beide Zwillinge an Lebens-
mittelallergien litten. Die Analyse der 16S rRNA-Genamplikons aus Stuhlproben zeigte keine signifikan-
ten Unterschiede in der Alpha- oder Beta-Diversitat zwischen allergischen und gesunden Zwillingen.
Auch der Versuch, durch statistische Tests signifikante bakterielle Marker zu identifizieren, blieb ohne
Ergebnis. Die Autoren vermuten, dass die geringe mikrobielle Abundanz und hohe Varianz in den Pro-
ben die Aussagekraft herkdmmlicher Methoden einschranken.

Daraufhin wurde eine grofSere Studie mit 724 Proben durchgefiihrt, darunter 678 von Allergikern und
45 von gesunden Kontrollpersonen. Die Allergiker wurden nach dem jeweiligen Allergen (Milch, Erd-
nuss, Haselnuss, Sesam, Ei) gruppiert. Hier zeigten sich deutliche Unterschiede: Die Alpha-Diversitat
war bei Allergikern geringer, was auf eine reduzierte Vielfalt der Bakterien hindeutet, wahrend die
Gleichverteilung der vorhandenen Taxa hoher war. Die Beta-Diversitat offenbarte signifikante Unter-
schiede sowohl zwischen Allergikern und Kontrollen als auch zwischen den verschiedenen Allergie-
gruppen. Insgesamt wurden 135 zOTUs identifiziert, die sich in ihrer Haufigkeit zwischen den Gruppen
unterschieden. Eine Korrelationsanalyse ergab, dass 219 zOTUs signifikant mit Allergien assoziiert wa-
ren, wobei 75 % negativ korrelierten — das heift, sie waren bei Allergikern seltener vertreten. Einige
Bakterien wie Anaerovoracaceae, Blautia und Bifidobacterium zeigten hingegen eine positive Korrela-
tion. Mithilfe von Machine-Learning-Algorithmen, insbesondere logistischer Regression, wurden acht
Bakterienarten als besonders relevant fiir die Unterscheidung zwischen Allergikern und Gesunden
identifiziert.

Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Weizenallergie (WDEIA), die oft nur unter bestimmten Bedingun-
gen wie korperlicher Aktivitat oder Alkoholkonsum Symptome zeigt. In Zusammenarbeit mit Teilpro-
jekt SP3 wurden 60 Stuhlproben zu verschiedenen Zeitpunkten rund um Provokationstests gesammelt.
Auch hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Alpha- oder Beta-Diversitat zwischen
Allergikern und Kontrollen. Eine differenzielle Analyse identifizierte jedoch neun Bakteriengattungen
mit unterschiedlicher Haufigkeit, darunter Megamonas und Parasutterella. Der Vergleich mit dem
KORA-Datensatz —einer deutschen Bevolkerungsstudie — zeigte, dass fast die Halfte der WDEIA-Proben
ein eigenes mikrobielles Cluster bildete, was auf eine abweichende Mikrobiom-Signatur hinweist.

In einer erganzenden Studie wurden 42 ehemalige KORA-Teilnehmer mit Allergenen getestet. Dabei
wurden 160 Stuhlproben vor und nach dem Test analysiert. Es konnten keine signifikanten Verande-
rungen in der mikrobiellen Zusammensetzung festgestellt werden. Die detaillierte taxonomische Aus-
wertung steht noch aus.

Zur Unterstltzung der Analysen wurde eine automatisierte Pipeline flr die Auswertung von Metage-
nomdaten entwickelt. Diese bereinigt die Sequenzdaten, bestimmt die Taxonomie bis auf Stamm-



ebene und analysiert funktionale Merkmale wie Stoffwechselwege. Die Ergebnisse werden sowohl gra-
fisch als auch tabellarisch aufbereitet. Die Pipeline ist flexibel konfigurierbar und auf parallele Verar-
beitung ausgelegt.

AbschliefRend wurde eine Langsschnittstudie mit 20 Patienten durchgefiihrt, die mit dem monoklona-
len Antikorper Dupilumab behandelt wurden. Die Analyse der Metagenomdaten zeigte, dass das Mik-
robiom jedes Patienten individuell blieb, sich jedoch tiber die Zeit veranderte —insbesondere zum letz-
ten Messzeitpunkt. Diese Verdanderungen kénnten sowohl zeitlich bedingt als auch durch die Medika-
tion beeinflusst sein. Auch andere Medikamente zeigten vergleichbare Effekte auf das Mikrobiom. Die
funktionelle Analyse dieser Daten ist noch nicht abgeschlossen.

Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass bestimmte bakterielle Signaturen mit Lebensmittelallergien as-
soziiert sind, insbesondere bei gréReren Kohorten. Die Zwillings- und Weizenallergiestudien lieferten
hingegen weniger eindeutige Hinweise. Die Kombination aus Sequenzierung, statistischer Analyse und
Machine Learning bietet jedoch vielversprechende Ansatze fiir zuklinftige diagnostische und therapeu-
tische Anwendungen.
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1.
cher Ereignisse.

Aufzahlung der wichtigsten wissenschaftlich-technischen Ergebnisse und anderer wesentli-

[1] Analyse mikrobieller Signaturen einer Zwillingskohorte:

Zunéchst haben wir unsere Studie mit einem Datensatz einer Zwillingskohorte begonnen [1]. Bei
jedem Zwillingspaar ist entweder einer oder beide allergisch gegen Lebensmittel. Die 16S rRNA-
Genamplikons werden aus ihren Stuhlproben sequenziert. Als Datensatz haben wir 17 Paare von
16S rRNA-Genamplikonen und Metadaten, die den Gesundheitszustand jedes Einzelnen angeben.

Ermittelte zOTUs: Wir nutzten unser selbstentwickeltes Tool IMNGS [2] um zOTUs aus den Ampli-
kons zu erhalten. IMNGS benutzt die SILVA Datenbank [3, 4] zum Abgleich und ordnet die Taxa zu,
die die Amplikonsequenz reprasentiert. Im nachsten Schritt haben wir die zOTU-Tabelle mit Hilfe
unseres Tools Rhea analysiert [5].

Alpha-Diversitat: Eine zOTU-Tabelle enthélt die Haufigkeit jeder zOTU in verschiedenen Proben.
Aus der zOTU-Tabelle haben wir zunachst die normalisierte Haufigkeit der Mikrobiome abgeleitet,
die den Prozentsatz jeder zOTU in verschiedenen Proben angibt. Dies diente zur Berechnung der
Alpha-Diversitat. Der Unterschied zwischen verschiedenen MaBen fiir die Alpha-Diversitat von
zwei Individuen eines Zwillingspaares ist in Abb. 1 dargestellt. Es wurde jedoch kein signifikanter
Unterschied zwischen den konkordanten und diskordanten Zwillingen in ihrer Alpha-Diversitat
festgestellt.
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Abbildung 1. Differenz zwischen verschiedenen Parametern der Alpha-Diversitdt. Die Unterschiede werden zwischen zwei

Individuen eines Zwillingspaares berechnet



C. Beta-Diversitit: Ahnlich wie bei der Alpha-Diversitit haben wir dann die Beta-Diversitat des Zwil-

lingsdatensatzes berechnet. Wir analysiserten die Beta-Diversitat fiir zwei verschiedene Falle se-
parat - (i) fur die gesunde und die allergische Gruppe insgesamt und (ii) fiir jedes Zwillingspaar. Die
Beta-Diversitaten fir beide Falle sind in Abb. 2 dargestellt. Wir haben festgestellt, dass es in beiden
Fallen keine signifikanten Unterschiede zwischen den gesunden und allergischen Zwillingen gibt
(p-Wert > 0,05).

MDS plot of Microbial Profiles MDS plot of Microbial Profiles
(p-value 0.712) (p-value 0.107)

Abbildung 2. Beta-Diversitdt der beiden Fdlle. (Links) fiir die gesunde und die allergische Gruppe im Gesamt-
datensatz. (Rechts) fiir jedes Zwillingspaar

Bestimmung der signifikanten Mikrobiota: Um die wichtige Mikrobiota zu bestimmen, die eine
Lebensmittelallergie verursachen kdonnten, haben wir erneut die Zwillingspaare betrachtet: ge-
sund diskordant (d.h. ein Zwilling allergisch, der andere nicht), allergisch konkordant (d.h. beide
allergisch). Wir fiihrten den Fischer-Test mit den paarweisen Daten durch. Wir fanden jedoch
keine signifikanten (p-Wert > 0,05) zOTUs in diesen Fallen.

Beobachtungen in der Studie:

a) Fur den Zwillingsdatensatz fanden wir keinen signifikanten Einfluss der Mikrobiota auf die Al-
lergieprofile der Zwillinge.

b) Da die Abundanz der Mikroben in einer Reihe von Proben sehr spérlich ist, ist es moglich, dass
die herkdmmlichen Methoden zur Berechnung der unterschiedlichen Abundanz keine Signifi-
kanzwerte liefern. [6].

[2] Analysen mikrobieller Signaturen in verschiedenen Nahrungsmittelallergien:

Auf Grundlage dieser Beobachtungen fiihrten wir unsere nachste Studie mit einer groReren Anzahl
von Datenpunkten flir Personen mit verschiedenen Lebensmittelallergien durch [7]. Der Datensatz
enthalt 724 Proben, die sowohl Allergiker (n = 678) als auch Kontrollpersonen (n = 45) umfassen.
AuRerdem werden die Allergiker anhand der Lebensmittel, auf die sie allergisch reagieren, in fliinf
Kategorien eingeteilt: Milch (n =321), Erdnisse (n = 55), Haselnisse (n =135), Sesam (n =133) und
Ei (n = 35). Von den Stuhlproben werden die 16S rRNA-Genamplikons sequenziert, wobei der
Schwerpunkt auf der V4-Region liegt.

A. Gefundene zOTUs: Anhand der 16S rRNA-Genamplikonsequenzen haben wir IMNGS ange-
wendet, um die verschiedenen zOTUs in den Proben zu bestimmen. Wir fanden 922 zOTUs in
den Proben. Durch Zuordnung der zOTUs zum SILVA-Datensatz [3, 4] fanden wir insgesamt 165



Bakterientaxa, die zwischen Gesunden und Allergikern verschieden sind. Wir fiihren die nach-
geschalteten Analysen mit dem Tool Rhea durch [5].

B. Alpha-Diversitdt: Die Alpha-Diversitat gibt die Anzahl der in den Proben vorhandenen unter-
schiedlichen Bakterien an. Wir haben festgestellt, dass die Werte fir die effektive Anzahl der
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Abbildung 3. Alpha-Diversitéiten. Simpson effektive Anzahl und Reichhaltigkeit der Proben von verschiedenen Nah-
rungsmittelallergikern und den Kontrollen.

Bakterien nach Simpson bei Allergikern deutlich hoher sind als bei den Kontrollen. Im Gegen-

satz dazu ist das Szenario fir die Richness umgekehrt (Abb. 3). Die Ergebnisse zeigen, dass

Allergiker weniger Bakterientaxa in ihrem Darm haben als Nicht-Allergiker. Die signifikant ho-

heren Simpson-Effektivzahlen fir Bakterien bei Allergikern im Vergleich zu den Kontrollperso-

nen bedeuten wiederum, dass die mikrobielle Zusammensetzung von Allergikern gleichmaRi-

ger ist als die der Kontrollpersonen, bzw. weniger Taxa insgesamt vorkommen.

C. Beta-Diversitat: Wir haben die Beta-Diversitat fiir zwei verschiedene Falle berechnet —

i) Ermittlung der mikrobiellen Signaturen bei Allergiepatienten im Vergleich zu gesunden Kon-
trollpersonen und .

ii) Ermittlung der mikrobiellen Signaturen bei den verschiedenen Arten von Lebensmittelaller-
gien und gegeniber gesunden Kontrollpersonen.

Anhand der Beta-Diversitat konnten wir feststellen, dass sich die mikrobiellen Signaturen der
Allergiepatienten signifikant (p < 0,05) von denen der gesunden Kontrollgruppe unterscheiden
(Abb. 4a). In dhnlicher Weise unterscheiden sich die mikrobiellen Signaturen auch bei verschie-
denen Lebensmitteln (Abb. 4b).

(a)
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Abbildung 4. Beta-Diversitdt von (a) Allergiepatienten und gesunden Kontrollpersonen, (b) verschiedenen Arten von Nahrungs-
mittelallergikern.

D. Bakterien mit unterschiedlicher Abundanz: Hier haben wir die Bakterienzusammensetzung in
verschiedenen Allergiegruppen verglichen, um zu verstehen, welche Bakterien ihre Haufigkeit
bei verschiedenen Nahrungsmittelallergien signifikant verandern. Diese Analyse ergab 135
zOTUs, darunter Bacteroides, Lactobacillaceae, Bifidobacterium, Lachnospiraceae, Sutterel-
laceae, Muribaculaceae und Peptostreptococcacea, die sich bei den Allergiepatienten in ihrer
Abundanz von Gesunden unterscheiden.

E. Um zuverstehen, wie sich die Veranderungen der Bakterien auf die Allergie auswirken, fihren
wir als Nachstes eine Korrelationsanalyse durch, denn herkdmmliche Analysen werden durch
die enorme Varianz in der Haufigkeit der Bakterien in ihrer Leistung beeintrachtigt. Dazu wur-
den die Daten vor der weiteren Verarbeitung normalisiert. Unter den verschiedenen Normali-
sierungstechniken schneidet die Log-Normalisierung bei Daten mit hoher Varianz besser ab
[7]. Wir berechneten den Spearman-Korrelationskoeffizienten der log-normalisierten Daten.
Wir stellten fest, dass 219 zOTUs signifikant (p < 0,05) mit Allergie korreliert sind. Darunter
weisen 75 % der zOTUs eine negative Korrelation mit der Allergie auf (Abb. 5). Dieses Phdno-
men deutet darauf hin, dass die meisten Bakterien in der Allergiegruppe in geringerer Menge
vorhanden sind. AuBerdem haben wir festgestellt, dass Anaerovoracaceae, Blautia, Pep-
tostreptococcaceae, Dorea und Bifidobacterium positiv mit der Allergie korrelieren. Limosilac-
tobacillus, Muribaculaceae, Fusobacterium, Alistipes und Alloprevotella hingegen waren nega-
tiv mit Allergie korreliert.
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Abbildung 5. Korrelationskoeffizient der signifikanten Bakterien bei Allergie.

Auswahl der Merkmale: Um die wichtigsten Bakterien zu identifizieren, die mit Lebensmittel-
allergien in Verbindung gebracht werden, haben wir (iberwachte machine-learning Verfahren
eingesetzt. Die Leistung von auf machine learning-basierenden Klassifikatoren variiert je nach
Datenlage; es gibt keinen Goldstandard fiir sie. Daher haben wir die Leistung von vier Klassifi-
katoren beobachtet - logistische Regression (LR), Random Forest (RF), lineare Diskriminanz-
analyse (LDA) und Klassifikations- und Regressionsbaum (CART). Um die Leistung besser ein-
schatzen zu konnen, fihrten wir eine 10-fache Kreuzvalidierung durch. Bei der 10-fachen
Kreuzvalidierung wurden die Daten nach dem Zufallsprinzip in 10 Gruppen aufgeteilt. Dann
wahlten wir neun Gruppen fiir das Training des Modells aus und testeten seine Leistung, indem
wir es auf die zehnte Gruppe anwandten. Wir wiederholten diesen Schritt 10 Mal, indem wir
jede Gruppe zum Testen heranzogen. Nach der 10-fachen Kreuzvalidierung konnten wir fest-
stellen, dass der LR-Klassifikator unter allen Klassifikatoren am besten abschnitt (Abb. 6).



Daher wahlten wir den LR-Klassifikator, um wichtige Bakterien fiir Allergien zu bestimmen. Mit
dem LR-Klassifikator fanden wir heraus, dass acht Bakterien, ndmlich Faecalibacterium, Lach-
nospiraceae, Actinomyces, Ligilactobacillus, Sutterella, Butyricicoccus und Oscillospiraceae, fiir
Allergien wichtig sind.
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Abbildung 6. ROC Kurven fiir verschiedene Klassifikatoren.

Beobachtungen von der Studie:

1)

2)

3)

4)

Diese Studie konzentriert sich auf die Bevolkerung Israels. Daher werden wir zukiinftig die Ana-
lyse unter Bericksichtigung des KORA-Datensatzes durchfiihren, der auf die Bevolkerung
Deutschlands fokussiert ist.

Wir werden Meta-Informationen einbeziehen, anstatt nur die Mikrobiom-Signatur zu ber{ick-
sichtigen.

In Zukunft werden wir die Assoziation verschiedener Phdanotypen mit Nahrungsmittelallergien
analysieren.

Die Identifizierung wichtiger Bakterien fiir verschiedene Lebensmittelallergien ist ein weiteres
Ziel dieser Studie.

[3] Beispiele aus SP3 von ABROGATE, WDEIA von Faihs et al., im Vergleich zur KORA-Kohorte

Normalerweise verlauft die Weizenallergie in den meisten Fallen asymptotisch. Betroffene haben nur
dann Symptome, wenn neben dem Weizenverzehr weitere Faktoren wie leichte kérperliche Betati-
gung, Alkoholkonsum etc. hinzukommen. Daher ist die Weizenallergie schwierig zu diagnostizieren.

Probensammlung:



Um die Wirkung des Darmmikrobioms auf Weizenallergien zu verstehen, wurden im SP3-Teilprojekt
bisher 60 Proben gesammelt. In diesem Programm wurden den Patienten viermal Stuhlproben ent-
nommen, wahrend die Patienten Provokationstests zur Diagnose einer Weizenallergie durchliefen
(Table 1).

Table 1. Verschiedene Zeitpunkte fiir die Entnahme von Stuhlproben von Patienten

Zeitpunkt Beschreibung Summe #
1 Vor Diagnose 28
2 Wahrend des Provokationstest vor der Diagnose 12
3 Bis 3 Tage nach Reaktion 10
4 Nach Diagnose (>3 Tage) 10

Wenn Omega-5-Gliadin-IgE-Antikorper egal in welcher Menge vorhanden sind, ist die Person meistens
allergisch gegen Weizen. Anhand des Vorhandenseins von Omega-5-Gliadin und der Reaktion im Pro-
vokationstest werden die Patienten in flinf verschiedene Gruppen eingeteilt (Table 2).

Table 2. Verschiedene Zeitpunkte fiir die Entnahme von Stuhlproben von Patienten.

Group Omega-5 Gliadin Allergisch /Reaktion | Summe #
1 Vorhanden Ja 39
2 Abwesend Ja 7
3 Vorhanden Nein 2
4 Abwesend Nein 6
5 Abwesend Unsicher 6

Probenvorbereitung und Sequenzierung:

Wir haben 60 Stuhlproben sowohl von Allergikern als auch von Gesunden aus dem Teilprojekt SP3
erhalten. Die Stuhlproben wurde bis zur DNA-Extraktion bei -80 °C gelagert. Metagenomische DNA
wurde durch eine modifizierte Version des Protokolls von Godon et al. [8] isoliert. 600-pul-Aliquots vom
Stuhl wurden mit der DNA-Stabilisierungslosung namens Invitek gemischt. Die DNA wurde dann auf
NucleoSpin gDNA-Saulen gereinigt. Nach der DNA-Extraktion wurden alle Pipettierschritte bis zur Se-
guenzierung mit einem automatisierten Liquid Handler durchgefiihrt, um die Reproduzierbarkeit zu
maximieren. PCR wurden in Duplikaten durchgefiihrt. Die DNA wurde in Wasser in PCR-Qualitat ver-
diinnt und als Matrize fir die Amplifikation der V3-V4-Regionen der 16S-rRNA-Gene unter Verwen-
dung der Primer 341F-ovh und 785r-ovh [9] in einem zweistufigen Verfahren verwendet, von dem ge-
zeigt wurde, dass es die Verzerrung minimiert [10]. Die gemultiplexten Proben wurden auf einem lllu-
mina MiSeq im Paired-End-Modus (2 x 300 bp) sequenziert. Um Artefakte und Kontaminationen zwi-
schen den Laufen zu kontrollieren, wurden wahrend des gesamten Prozesses Negativkontrollen (z. B.
DNA-Stabilisator) mitgefiihrt.

KORA Datensatz:

KORA ist eine prospektive Kohorte in der Region Augsburg (Deutschland), die darauf abzielt, die Rolle
von genetischen, Lebensstil- und Umweltfaktoren bei verschiedenen Krankheiten zu verstehen [11].
Der Datensatz wurde durch die Untersuchung von 1.967 Personen entwickelt. Die Stuhlproben wurden



von den Teilnehmern der Studie gesammelt und es wurden 16S-rRNA-Gen-Amplikons der V3-V4-Regi-
onen sequenziert. Nun haben wir die von SP3 erhaltenen Proben mit dem KORA-Datensatz zu vergli-
chen, um das Darmmikrobiomprofil von Allergikern auf der Grundlage dieser Subpopulation zu verste-
hen. Wir gehen davon aus, dass Personen der KORA-Studie einen dhnlichen soziobkonomischen Status
haben, was ansonsten das Ergebnis verzerren wiirde. Beispielsweise beeinflusst das Leben in einer
anderen Region oder einem anderen Land bereits die Mikrobiomdaten.

Datenanalyse:

A. Ermittlung von zOTUs: Unter Bericksichtigung der 16S-rRNA-Gen-Amplikonsequenzen ver-
wendeten wir IMNGS2, um die verschiedenen in den Proben vorhandenen zOTUs zu bestim-
men. IMNGS2 verwendet den Taxonomy Informed Clustering (TIC)-Algorithmus [12] um zOTUs
zuzuweisen. AuRerdem werden eventuell fehlende taxonomische Ebenen den hypothetischen
taxonomischen Ebenen zugeordnet. Wir haben 9.724 zOTUs in allen Proben gefunden. Durch
Kartierung der zOTUs innerhalb des SILVA-Datensatzes [3, 4] fanden wir 165 Taxa, die zwischen
den Gesunden und den Allergikern verschieden sind. Das KRONA-Diagramm (Abb. 7) zeigt die
relative Haufigkeit verschiedener Bakterien, die in allen Proben vorhanden sind. Auch die Ver-
diinnungskurven aller Proben stabilisieren sich innerhalb der Anzahl der Reads, die wir fiir die
Sequenzierung bericksichtigt haben (Abb. 8). Dies weist darauf hin, dass unsere Sequenzie-
rungstiefe ausreicht, um die maximale Anzahl an Bakterien in den Proben zu erhalten. Wir
fUhren die nachgelagerten Analysen mit einem Tool namens Rhea [5] durch.
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Abbildung 7. Krona-Diagramm der Bakterien, die in allen Proben sowohl des KORA-Datensatzes als auch der SP3-Proben

vorhanden sind.
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Abbildung 8. Verdiinnungskurven aller von SP3 erhaltenen Proben. Rot gefirbte Kurven zeigen die 5 am stdrksten unterab-
getasteten. Allerdings stabilisieren sich selbst diese Proben auf einem Plateau, was auf eine ausreichende Sequenzie-
rungstiefe hinweist.

Alpha-Diversitat: Eine zOTU-Tabelle enthalt die Haufigkeit jeder zOTU in verschiedenen Pro-
ben. Aus der zOTU-Tabelle leiteten wir zunachst die normalisierte Haufigkeit der Mikrobiome
ab, die den Prozentsatz jedes zOTU in verschiedenen Proben angibt, um die Alpha-Diversitat
zu berechnen. Um den Unterschied in der Alpha-Diversitat zu beobachten, trennen wir zu-
nachst die Daten in Allergiker- und Kontrollgruppe. Wir betrachteten die Gruppe 1 und 2 aus
Tabelle 1 als die allergischen Patienten. Wohingegen Gruppe 3 und 4 als Kontrollgruppe be-
trachtet werden. Da nicht sicher ist, ob die Personen der Gruppe 5 allergisch sind oder nicht,
haben wir sie in dieser Studie zunachst ignoriert. Der Unterschied zwischen verschiedenen
Messungen der Alpha-Diversitat von Allergiker- und Kontrollgruppen ist in Abb. 9 dargestellt.
Wir fanden jedoch keinen signifikanten Unterschied zwischen den Allergiker- und Kontroll-
gruppen in ihrer Alpha-Diversitat.
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Abbildung 9. Alpha diversity of the samples from allergic and control groups.

C. Beta-Diversitit: Ahnlich wie bei der Alpha-Diversitdt haben wir dann die Beta-Diversitit der Al-
lergen- und Kontrollgruppe berechnet, indem wir die general UniFrac-Distanz bericksichtigt ha-
ben [13]. Wie aus Abb. 10 ersichtlich, gibt es keinen signifikanten Unterschied zwischen der Aller-
giker- und der Kontrollgruppe (p-Wert > 0,05).
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Abbildung 10. Beta-Diversitdt der Allergiker und der Kontrollgruppe.

D. Verschieden abundante Bakterien: Die relative Haufigkeit von Bakterientaxa auf der Ebene
des Phylum in Fig. 11 zeigt, dass die Haufigkeit des Stammes Actinobacteriota in der Kontroll-
gruppe geringer ist als die der allergischen Gruppe. Fiir den Stamm Verrucomicrobiota ist das
Szenario umgekehrt. Interessanterweise fanden wir in der Kontrollgruppe keine Cyanobakte-
rien.

p__Verrucomicrobiota

p__Proteobacteria

p__Firmicutes
p__Euryarchaeota
p__Desulfobacterota

p__Cyanobacteria

p__Bacteroidota

p__Actinobacteriota

Allergic Control Allergic Control

(a) (b)

Abbildung 11. Relative Hdufigkeit von allergischen Patienten und Kontrollen. (a) Relative Hdufigkeit jedes Individuums, (b)
durchschnittliche relative Héufigkeit von Allergiker- und Kontrollgruppen. Bitte beachten Sie, dass die SILVA-Daten noch
Stammnamen von vor 2021 verwenden.

Um verschiedene bakterielle Taxon-Biomarker zwischen Patienten mit WDEIA und gesunden Kontroll-
personen zu identifizieren, fihrten wir eine differenzielle Abundanzanalyse durch, indem wir ein auf
linearer Diskriminanzanalyse (LDA) basierendes Werkzeug namens LEfSe [14] verwendeten. Wir haben
die relative Haufigkeit verschiedener Bakteriengattungen berticksichtigt. LEfSe liefert die Liste der Bak-
terien, die in beiden Fallen unterschiedlich hdufig vorkommen (Abb. 12). Fir die Daten, die wir aus SP3
erhalten haben, haben wir neun Bakteriengattungen mit unterschiedlicher Haufigkeit gefunden. Die
Einzelheiten der Bakterien sind in Tabelle 3 aufgefihrt.
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Abbildung 12. Differentielle Abdundanz von Bakterien aus der Allergiker- und Kontrollgruppe.

Table 3. Taxonomische Details der unterschiedlich haufig vorkommenden Bakterien.

Phylum Klasse Ordnung Familie Gattung
Veillonellales-

g__Megamonas | Bacillota Negativicutes Selenomonadales | Selenomonadaceae | Megamonas
Eubacterium-co-
prostanoligenes-

g_ GOTU103 Bacillota Clostridia Oscillospirales group

g GOTU144 Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales

g GOTU145 Pseudomonadota | Alphaproteobacteria Rhodospirillales

g__ Victivallis Verrucomicrobiota | Lentisphaeria Victivallales Victivallaceae Victivallis

g_ GOTU113 Bacillota Clostridia Oscillospirales UCG-010

g_ GOTU90 Bacillota Clostridia Oscillospirales Ruminococcaceae

g GOTU120 Bacillota Clostridia Oscillospirales Oscillospiraceae

Parasut-
g__Parasuterella | Pseudomonadota | Gammaproteobacteria | Burkholderiales Sutterellaceae terella

E. Vergleich mit der KORA-Kohorte

Um den Unterschied in der mikrobiellen Zusammensetzung der WDEIA-Menschen aus einer Teilpopu-
lation Deutschlands (d. h. Region Augsburg) zu verstehen, bestimmen wir die mikrobielle Haufigkeit
jeder Probe aus dem KORA-Datensatz mit den in SP3 gesammelten Proben. Wie aus Abb. 13 ersichtlich,
fanden wir, dass fast 46 % (21/46) der WDEIA-Personen unter einem einzigen Cluster platziert wurden




und der Rest von ihnen (iber den ganzen Baum verteilt war. Dieses Phdnomen zeigt, dass sich die mik-
robielle Zusammensetzung der WDEIA-Personen (basierend auf der general UniFrac-Distanz) von der
der KORA-Kohorte unterscheidet.
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Abbildung 13. Der phylogenetische Baum, der auf der Grundlage der allgemeinen Unifrac-Distanz der Bakterienhdufigkeit
des KORA-Datensatzes und der SP3-Daten abgeleitet wurde. Die rot gefdrbten Proben (erster Ring) sind in SP3-Daten aller-
gisch gegen Weizen.

F. Challenge Versuche von KORA Teilnehmer mittels Allergene

Es konnten 42 ehemalige Teilnehmer aus KORA gewonnen werden, die mittels eines Allergens getestet
wurden (Siehe Teilprojekt 2). Vorher und nachher wurden insgesamt 160 Stuhlproben gewonnen und
mittels 16S-rRNA-Gen-Amplikon-Sequenzierung untersucht. Die ,Richness”, d.h. die Anzahl der auf-
gefundenen Arten bewegt sich fiir die meisten Personen im Normalbereich zwischen 100 bis zu 204
taxonomischen Gruppen pro Probe. Auffillig sind 18 Proben mit niedriger bzw. sehr niedriger ,Rich-
ness“ unter 100 bis zu nur 28 taxonomischen Gruppen. Es konnte keine Korrelation zwischen vorher
zu nachher gefunden werden. Auch in der Beta-Diversitat, also im Vergleich der bakteriellen Diversitat
zwischen Personen oder Versuchszeitpunkten konnte keine signifikante Korrelation gefunden werden.
Wichtig ist jetzt die taxonomische Analyse auf der Ebene der festgestellten molekularen Arten, aber
deren Auswertung ist noch nicht abgeschlossen.

[4] Entwicklung einer automatisierten Auswertepipeline fiir Metagenomdaten



Flr das Teilprojekt 3 sollen Metagenom-Daten erzeugt werden, um Unterschiede zwischen Allergikern
und Nicht-Allergikern im Mikrobiom aufzuzeigen. Zur Auswertung dieser und dhnlicher Daten wurde
eine automatisierte Pipeline fiir Metagenome erstellt. Hierbei werden die Sequenzierungsdaten be-
zliglich ungeniigender Qualitat, Adapter, Testsequenzen und Sequenzen aus dem Genom der Teileh-
mer bereinigt. Die Taxonomie der gefundenen Bakterien wird bis auf Stammniveau ermittelt und funk-
tionale Daten dieser Bakterien werden dargestellt, z.B. in Form von Stoffwechselwegen (basierend auf
KEGG) und die Abundanzen von Genen. Die Ergebnisse werden grafisch fiir einen schnellen Uberblick
dargestellt, aber auch fir weitere Analysen in Datentabellen abgelegt. Die Parameter wurden sinnvoll
voreingestellt, kdnnen aber mittels einer einfachen Parameter-Tabelle gedndert werden, ohne in den
Programmcode eingreifen zu missen. Zuletzt wurde ein paralleles Prozessieren der Datenséatze ange-
strebt, um die Geschwindigkeit der Datenverarbeitung zu erhéhen.

Beobachtungen und offene Aufgaben:

1) Basierend auf der Alpha- und Beta-Diversitdt haben wir beobachtet, dass Menschen mit Wei-
zenallergie deutlich andere mikrobielle Signaturen aufweisen als gesunde Menschen.

2) Wir fanden Cyanobakterien nur in der allergischen Gruppe.

3) Nach einer Analyse der unterschiedlichen Haufigkeit fanden wir neun Bakterien, die bei Aller-
gikern unterschiedlich haufig vorkommen. Unter ihnen sind sieben und zwei Bakterien bei Al-
lergikern im Vergleich zu Gesunden gering bzw. stark verbreitet.

4) Wir haben die SP3-Beispiele mit dem KORA-Datensatz verglichen. Wir haben beobachtet, dass
fast 46 % (21/46) der WDEIA-Personen unter einem einzigen Cluster des Baums platziert wur-
den. Dies weist darauf hin, dass sich die Signatur mehrerer Darmmikrobiome von WDEIA-Per-
sonen von dem der meisten gesunden Menschen unterscheidet.

5) Teilprojekt SP3 sammelt Langsschnittdaten von Patienten mit Weizenallergie. Kiinftig werden
wir die Veranderungen der Mikrobiomprofile der Menschen tiber die Zeit analysieren.

G. Metagenome Analyse von Patienten unter Dupilumab-Behandlung

Dupilumab ist ein monoklonaler Antikdrper, der zur Behandlung von allergischen Erkrankungen einge-
setzt wird. Er blockiert die Botenstoffe Interleukin-4 und Interleukin-13, die bei allergischen Entziin-
dungen im Kérper eine wichtige Rolle spielen. Stuhlproben von 20 Patienten, die mittels Dupilumab —
und vereinzelt mit anderen Medikamenten — behandelt wurden, wurden zu Beginn und dann bei bis
zu vier Zeitpunkten gesammelt.

Die DNA wurde isoliert, in shotgun-libraries umgewandelt und dann mittels lllumina sequenziert. Die
Metagenomdaten wurden beziglich ihrer taxonomischen Zusammensetzung in unserer Metagenom-
Pipeline ausgewertet. Dabei zeigte jeder Patient ein ihm eigenes Mikrobiom. Beispielhaft sind in Ab-
bildung 14 zwei Datensatze, d.h. die Zeitpunkte fiir 2 Patienten gezeigt. Auffallig ist zunachst die rela-
tive groBe Ubereinstimmung in den Taxa in ihrer Zusammensetzung tber die Zeit. Jedoch kommt es
beim letzten Zeitpunkt bei beiden gezeigten Datensatzen zu einer starkeren Veranderung zum letzten
Zeitpunkt. Beispielhaft fallt beim Patient unter A eine unbekannte Gattung in der Familie der Oscillos-
piraceae zu diesem Zeitpunkt aus. Bei Patient unter B kommt es hingegen zu einer Expansion von Col-
linsella ssp.

Dieses Muster von Verdanderung zeigte sich auch bei den anderen Proben, so dass der Faktor , Zeit” der
hochste Einflussfaktor ist. Gleichzeitig ist ,,Zeit” verknlpft mit der Wirkung von Dupilomap, so dass
auch das Medikament als Einflussfaktor feststellbar ist. Interessanterweise konnte gezeigt werden,



dass auch die anderen verwendeten Medikamente einen dhnlich starken Einfluss auf das Mikrobiom
haben wie Dupilumap. Die funktionelle Analyse der Metagenome ist sehr rechenzeitaufwandig und

konnte bis zum Zeitpunkt dieses Berichts nicht fertiggestellt werden.

100

Abbildung 14. Zusammensetzung von Stuhlproben zweier Patienten (A, B) nach Behandlung von Dupilumab liber die Zeit.
Die Taxa sind nach den 20 hdufigsten Gattungen aufgeschliisselt und unterscheiden sich stark zwischen den Personen.
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