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1. Zusammenfassung
1.1. Zusammenfassung (deutsch)

Fragestellung: Wir untersuchten die Wechselwirkungen zwischen dem oralen Mikrobiom und
der Entstehung einer strahleninduzierten oralen Mundschleimhautentziindung bei Patienten
mit Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereichs mit Indikation zur primar definitiven oder
adjuvanten Radiochemotherapie. Dazu untersuchen wir prospektiv das orale Mikrobiom
mittels metagenomischer Sequenzierung und verglichen es mit dem oralen Mikrobiom einer
gesunden Kontrollgruppe. Aulerdem bildeten wir Patientensubgruppen und verglichen

Patienten mit Low-grade Mukositis vs. High-grade Mukositis.

Material und Methoden: Zehn Patienten mit Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich
sowie 7 gesunde Probanden wurden in unsere Studie eingeschlossen. Speichelproben
wurden vor, wahrend und neun Monate nach abgeschlossener Radiochemotherapie asserviert
und mittels metagenomischer Shotgun-Sequenzierung analysiert. Wir untersuchten die Alpha-
und Beta-Diversitat des oralen Mikrobioms sowie Unterschiede in den relativen Abundanzen
auf unterschiedlichen taxonomischen Ebenen bis hin zur Speziesebene zwischen
verschiedenen (Sub)Gruppen. Neben der taxonomischen Analyse wurden im Rahmen einer

funktionellen Analyse auch Antibiotikaresistenz-Gene untersucht.

Ergebnisse: Patienten wiesen im Vergleich zu gesunden Kontrollen zu jedem
Untersuchungszeitpunkt eine signifikant geringere Alpha-Diversitat auf (p < 0,05). Taxa mit
unterschiedlicher relativer Haufigkeit zwischen Patienten und Kontrollen konnten bereits zum
pratherapeutischen Zeitpunkt beobachtet werden. In der Patientenkohorte nahm die Pravalenz
vieler mikrobieller Taxa unter Radiochemotherapie ab, wahrend die relative Haufigkeit einiger
weniger Erreger signifikant zunahm, unter anderem Staphylococcus aureus und Escherichia
coli. Capnocytophaga spp. wurde mit der Patientensubgruppe in Verbindung gebracht, die
mittels primar definitiver Radiochemotherapie behandelt wurde im Vergleich zu adjuvanter
Radiochemotherapie. Zum pratherapeutischen Zeitpunkt waren zwei Pilzfamilien
(Melampsoraceae und Herpotrichiellaceaea) bei Patienten angereichert, die spater eine High-
Grade-Mukositis entwickelten. Wahrend der Radiochemotherapie konnten keine signifikant
unterschiedlichen mikrobiellen Taxa zwischen der Low-grade und der High-grade Mukositis-

Subgruppe detektiert werden.

Schlussfolgerung: Unsere Ergebnisse stlitzen die Hypothese, dass sowohl eine
Radiochemotherapie als auch Tumore im Kopf-Hals-Bereich selbst die Zusammensetzung
des oralen Mikrobioms beeinflussen. Die Veranderungen im oralen Mikrobiom unter

Radiochemotherapie korrelierten mit dem Schweregrad der strahleninduzierten, oralen



Mukositis und waren nach Beendigung der Therapie reversibel. Obwohl mikrobielle Marker bei
Patienten, die spater eine High-grade Mukositis entwickelten, detektiert wurden, sind weitere

Studien erforderlich um diese potenziellen Biomarker zu validieren.



1.2. Abstract: Metagenomic profiling of Oral Microbiome Dynamics during

Chemoradiotherapy in Head and Neck Squamous Cell Carcinoma Patients

Purpose: We explored the interaction between the oral microbiome and the development of
radiation-induced mucositis in patients with head and neck squamous cell cancer undergoing
chemoradiotherapy, prospectively studying the oral microbiome using metagenomic
sequencing and comparing it with healthy controls. Additionally, we compared patients with

low-grade vs. high-grade mucositis.

Methods and Materials: Ten patients scheduled for chemoradiotherapy and 7 healthy
subjects were included. Saliva samples were analyzed prior to, during, and nine months after
radiation using metagenomic sequencing. We similarly analyzed samples from healthy
controls over a time period of 3 months. We assessed alpha and beta diversity and examined

abundances at different taxonomic levels between (sub)groups.

Results: Patients exhibited significantly reduced alpha diversity compared to controls at all
time (p < 0.05). Differential abundance of taxa between patients and controls was already
observed at baseline. In patients, the prevalence of many microbial taxa decreased during
irradiation while the relative abundance of Staphylococcus aureus and Escherichia coli
increased significantly. Capnocytophaga spp. was associated with the definitive
chemoradiotherapy patients' subgroup. At baseline, two fungal families (Melampsoraceae and
Herpotrichiellaceaea) were more abundant in patients who later developed high-grade
mucositis. No differentially abundant taxa were found between low-grade vs. high-grade

mucositis subgroups during irradiation.

Conclusions: Our findings support the hypothesis that chemoradiotherapy, as well as head
and neck squamous cell cancer itself, influence the composition of the oral microbiome. The
changes in the oral microbiome during irradiation correlated with the severity of the radiation-
induced oral mucositis and were reversible after the end of treatment. Although microbial
markers were found in patients who later developed high-grade mucositis, further studies are

needed to validate these potential biomarkers.



2. Einleitung

2.1. Epidemiologie und Atiologie von Kopf-Hals-Karzinomen

Karzinome im Kopf-Hals-Bereich stellen eine heterogene Gruppe bésartiger Neubildungen dar
und gehdren zu den 10 haufigsten Tumorentitaten weltweit [16]. Zu dieser Gruppe gehdren
Neoplasien der Mundhéhle, des Pharynx, des Larynx, der Speicheldriisen sowie der
Nasenhaupt- und -nebenhoéhlen. Bei der Mehrzahl der Kopf-Hals-Tumoren handelt es sich um
Plattenepithelkarzinome (,head and neck squamous cell carcinoma® - HNSCC), welche bei
Karzinomen der Mundhéhle und des Oropharynx > 90 % der Tumore ausmachen [63].
Adenokarzinome sind deutlich seltener und betreffen vor allem die Speicheldriisen. Laut der
gemeinsamen Publikation der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V. und des
Zentrums fir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut erkrankten 2020 in Deutschland
493.250 Personen neu an Krebs. Dabei machten neu aufgetretene Krebserkrankungen des
Mundhoéhlen-Rachen-Raums 9.140 Falle bei Mannern und 4.050 Falle bei Frauen aus [58].
Manner erkranken nicht nur haufiger an Kopf-Hals-Karzinomen, sondern im Mittel auch um
drei Jahre frUher als Frauen. Frauen weisen auf3erdem mit 64% im Vergleich zu Mannern mit
52% eine hohere relative 5-Jahres-Uberlebensrate auf. Als Griinde fiir die schlechten
Uberlebensraten sind in erster Linie die Diagnosestellung in fortgeschrittenen Tumorstadien
sowie die hohe Rezidiv- und zweite Primartumorrate aufzufihren [58].

Es sind eine Reihe von endogenen und exogenen Faktoren beschrieben, welche die
Entstehung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich begunstigen. Allen voran stellen Tabak- und
Alkoholkonsum zwei dieser wichtigen exogenen Risikofaktoren dar. In Europa, den USA und
anderen Industrielandern lassen sich mehr als 75% aller HNSCCs auf eine Kombination aus
Alkohol und Tabak zuriickfiihren [44], was sich unter anderem durch den synergistischer Effekt
dieser beiden Substanzen in der Karzinogenese von HNSCCs erklaren lasst [45]. Das
Krebsrisiko steigt mit der Dauer und Haufigkeit des Alkohol- sowie Tabakkonsums [44]. Nicht
jeder Raucher entwickelt eine Krebserkrankung. Diese Tatsache spiegelt unter anderem die
genetische Pradisposition der Karzinogenitat von Tabak wieder, aber auch die komplexen
metabolischen und immunologischen Prozesse, die an der Tumorentstehung beteiligt sind
[47]. Marron et al. konnten zeigen, dass sich eine Rauchentwdhnung bereits nach 1-4 Jahren
positiv auf das Krebsrisiko auswirkt und nach etwa 20 Jahren dem eines Nicht-Rauchers
entspricht [72]. Bei Alkohol konnten erst 20 Jahre nach Beendigung des Konsums positive
Auswirkungen der Karenz aufgezeigt werden.

Neben Alkohol- und Tabakkonsum sind chronische Infektionen mit humanen Papillomviren
(HPV), insbesondere der Subtypen 16 und 18, ursachlich fur die Entstehung einer Vielzahl von
Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx [40]. lhre weltweite Pravalenz hat in den letzten

Jahren erheblich zugenommen [21]. HPV-assoziierte HNSCC zeichnen sich klinisch vor allem



durch ihre Lokalisation in den Zungen- und Gaumenmandeln des Oropharynx, die schlecht
differenzierte Histopathologie und ihr gehauftes Auftreten bei Nichtrauchern und jlingeren
Patienten aus [40]. Die Relevanz dieser Subgruppe spiegelt sich auch in der aktuellen
AJCC/UICC-Klassifikation des TNM-Systems wider. Aufgrund des unterschiedlichen
klinischen und biologischen Verhaltens von HPV-positiven und HPV-negativen
Oropharynxkarzinomen wurden fir beide Erkrankungen gesonderte Klassifikationen etabliert,
insbesondere auch, da der Nachweis einer HPV-Positivitat als glinstiger Prognosefaktor
etabliert werden konnte [51]. Die HPV-Infektion flihrt auf molekulargenetischer Ebene unter
anderem Uber eine Hemmung von p53 zur Uberexpression von p16, sodass p16 als
Surrogatmarker eines transkriptionsaktiven HPV-Infektes dienen kann [81]. Der HPV- und
p16-Status stimmen jedoch nicht immer Uberein. Rasmussen et. al konnten zeigen, dass
Patienten mit HPV negativem und p16 positivem Status ein signifikant hoheres Risiko fir
Fernmetastasenrezidive aufweisen [87]. Eine prognostische Relevanz von HPV bei
Plattenepithelkarzinomen der Mundhoéhle- und des Larynx konnte nicht nachgewiesen werden
[85]. Das Epstein-Barr-Virus, dem als ersten humanpathogenen Virus ein onkogenes
Potenzial zugeschrieben wurde, spielt ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese insbesondere
nasopharyngealer Karzinome [48]. Des Weiteren gelten ein niedriger sozialdkonomischer
Status, eine schlechte Mundhygiene, Wunden im Bereich von Zahnprothesen sowie
chronische Entzindung im Sinne einer chronischen Parodontitis als gesicherte Risikofaktoren
fur die Entstehung von Karzinomen im Kopf-Hals-Bereich [26],[54],[121],[126]. Auf eine
protektive Wirkung deutet hingegen eine Erndhrung mit hohem Anteil an frischem Obst und
Gemoise hin, was vor allem auf die Aufnahme von Beta-Carotin und Vitamin C zurlickzuflihren
ist [36],[70].

2.2. Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen

Die Therapieoptionen von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs beinhalten die
chirurgische Resektion, Bestrahlung, Chemo- und Immuntherapie [96]. In die interdisziplinare
Therapieentscheidung flieRen Tumorstadium, -lokalisation, Lymphknotenbefall, Resektabilitat,
das Vorliegen von Fernmetastasen sowie Alter, Allgemeinzustand, Vorerkrankungen und der
Patientenwusch ein. Ein Fruhstadium (Stadium | und IlI) kann oftmals mittels alleiniger
chirurgischer Resektion oder alleiniger Radiotherapie behandelt werden [109]. Zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose liegt jedoch bei 60% der Patienten bereits ein lokal fortgeschrittenes
Erkrankungsstadium vor (Stadium IlI/IV A/B), welches ein multimodales Therapiekonzept
erfordert [58]. Hier ist zunachst die Option einer nicht mutilierenden Tumorresektion zu priifen
[97]. Abhdngig von der Operabilitdt entscheidet sich, ob eine adjuvante Radiotherapie,
optimaler Weise innerhalb der ersten 6 Wochen nach Operation, mit oder ohne Chemotherapie,
oder eine primar definitive Radiotherapie durchgefuhrt wird [96]. Bei der primar definitiven

Radiotherapie im UICC-Stadium llI/IV hat sich die simultane Chemotherapie mit Cisplatin allein
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oder in Kombination mit anderen Chemotherapeutika als Goldstandard durchgesetzt [3]. Die
Kombination aus priméar definitiver Radiotherapie und Systemtherapie verbessert sowohl die
lokale Tumorkontrolle, als auch das Gesamtiberleben deutlich [83]. Fir die primar-definitive
Radiochemotherapie (RCT) als hyperfraktioniert-akzelerierte Behandlung konnte ein
Uberlebensvorteil im Vergleich zur normofraktionierten Therapie gezeigt werden [60]. Das
Zielvolumen umfasst den Primartumor und makroskopisch befallene Lymphknotenareale mit
mindestens 70 Gy. Lymphknoten, die eine mikroskopische Befallswahrscheinlichkeit
aufweisen, werden mit einer Gesamtdosis von 50-60 Gy bestrahlt [64]. Bei resektablen
Tumoren mit adjuvanter Bestrahlung (hier wird typischerweise eine Referenzdosis von 60 Gy
verordnet) profitieren Patienten vor allem dann von einer simultanen Chemotherapie mit
Cisplatin, wenn postoperativ Risikofaktoren wie positive Resektionsrandern oder extranodales

Wachstum von Tumorzellen vorliegen [12].

2.3. Orale Mukositis

Bei der oralen Mukositis (,Radiation-induced oral mucositis“ - RIOM) handelt es sich um eine
Entziindung der Mundschleimhaut, welche in unterschiedlicher klinischer Auspragung bei
praktisch jedem Patienten auftritt, der sich einer Bestrahlung im Kopf-Hals-Bereich unterzieht
[116]. Sie stellt neben der Strahlendermatitis die wichtigste dosislimitierende Nebenwirkung
der Strahlen- bzw. Radiochemotherapie von Kopf-Hals-Karzinomen dar [30],[122]. Ihre
Entstehung ist multifaktoriell [37]. Inzidenz und Schweregrad sind dosisabhangig [8],
gleichsam sind interindividuelle Unterschiede in Auspragung und Dauer erheblich. Derzeit gibt
es weder einen effektiven Ansatz zur Pravention einer solchen Mundschleimhautentziindung
noch eine spezifische Therapie, sodass man im klinischen Alltag auf supportive
Behandlungsmallnahmen angewiesen ist [108].

Die ersten Symptome treten in der Regel in der zweiten oder dritten Woche nach Beginn der
Bestrahlung auf (nach Verabreichung einer Dosis von 10-20 Gy in konventioneller
Fraktionierung) [62]. Die klinischen Manifestationen reichen von einer Inflammation mit
Erythembildung Uber die Entstehung von Pseudomembranen bis hin zu der Entwicklung von
Ulzerationen [62]. Hauptsymptom der RIOM sind Schmerzen im Mund- und Rachenraum,
welche je nach Schweregrad der Mundschleimhautentziindung unterschiedlich stark
ausgepragt sein kdnnen und im Verlauf gegebenenfalls den Einsatz von Opioid-Analgetika
notwendig machen [116]. Durch die ausgepragten Schmerzen und das brennende Gefiihl im
Mund- und Rachenraum kann die Fahigkeit zu Schlucken und zu Sprechen massiv
beeintrachtigt sein. Aufgrund der hieraus resultierenden Dysphagie kann die orale Aufnahme
von fester Nahrung oder FlUssigkeiten stark eingeschrankt sein. [116]. Dehydratation,
Malnutrition und Gewichtsverlust sind die Folge und machen bei einigen Patienten eine
parenterale Erndhrung oder den Einsatz von Antibiotika notwendig [92]. Der Einsatz topischer

oder systemischer Antibiotika zur Pravention einer RIOM wird nicht empfohlen [33].
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Mundspulldsungen, welche z.B. Lokalanasthetika oder Doxepin enthalten, kdnnen die mit der
RIOM verbundenen Schmerzen lindern. [99] Alkoholhaltige Mundspulungen sollten generell
vermieden werden. Eine sorgfaltige Mundhygiene (einschliel3lich einer Optimierung des
Zahnstatus vor Beginn der Bestrahlung) kann zur Vorbeugung der RIOM beitragen [32].

Die Belastung fiir die Patienten durch die RIOM ist gro® und tragt maRgeblich zur
Verminderung der Lebensqualitdt wahrend der onkologischen Therapie bei [89]. Schwere
Verlaufe kénnen eine Dosisreduktion der Chemotherapeutika sowie eine Verzégerung der
Radiotherapie notwendig machen oder gar zu einem Behandlungsabbruch fiihren [73]. Eine
weitere Komplikation der RIOM stellt das erhéhte Risiko flir sekundare Infektionen vor allem
mit opportunistischen Krankheitserregern dar [103]. Vor allem bei neutropenen Patienten wird
die Entstehung einer Sepsis beglnstigt, was eine vitale Bedrohung fir den Patienten
darstellen kann [102]. Um eine etwaige parenterale Erndhrung, schmerzlindernde Therapie
oder intravendse, antiinfektive Behandlung durchzufuhren, ist oftmals eine Hospitalisation

notwendig [34].

2.4. Weitere Strahlentherapie-assoziierte Nebenwirkungen

Generell lassen sich die meisten Radiotherapie-Toxizitaten in akute Toxizitaten, welche oft
vorubergehend sind, und in Spattoxizitaten, welche in der Regel langanhaltend oder dauerhaft
sein kénnen, unterteilen. Eine Akuttoxizitat wird definiert als Ereignis, welches wahrend der
Bestrahlung oder innerhalb von 90 Tagen nach Beginn der Behandlung auftritt. Ereignisse, die
nach diesem Zeitpunkt auftreten, werden zu den Spattoxizitditen gezahlt. Durch die
Bestrahlung von Kopf-Hals-Tumoren wird nicht nur die Mundschleimhaut geschadigt, sondern
auch umliegende Strukturen wie z.B. Speicheldrisen, die oft im Bestrahlungsfeld enthalten
sind [25]. Die haufigste Langzeitkomplikation der Strahlen- oder Radiochemotherapie bei
Kopf-Halstumoren ist die Xerostomie, welche auf eine Schadigung der Speicheldrisen
zurUckzufuhren ist [55]. Die Speichelproduktion kann sich nach Beendigung der Radiotherapie
mit der Zeit erholen, oftmals handelt es sich jedoch um ein langanhaltendes oder gar
dauerhaftes Problem, welches die Lebensqualitdt der Patienten auch lange nach
abgeschlossener onkologischer Therapie deutlich beeintrachtigt [15].

Speicheldrisen weisen eine hohe Strahlensensitivitat auf [42]. Normalerweise produzieren die
groRen und kleinen Speicheldrisen zusammen bis zu 1,5 Liter Speichel am Tag [43], die
Glandula parotis Ubernimmt etwa 60% der Speichelproduktion. Speichel besteht aus einer
flissigen Phase, die etwa 99% ausmacht, sowie einer festen Phase, welche vor allem aus
Proteinen und Elektrolyten besteht [55]. Die flussige Phase tragt unter anderem zur
Befeuchtung der Mundhohle bei, reinigt diese von Speiseresten und mikrobiellen Erregern,
bildet eine schitzende Schicht um Zahne und Mundschleimhaut, fordert die Remineralisierung
des Zahnschmelzes und erleichtert nicht nur das Kauen, Schlucken und Sprechen, sondern

spielt auch eine grofRe Rolle in der Geschmackswahrnehmung [43]. Die im Speichel gelésten

7



Proteine und Elektrolyte neutralisieren Sauren, spielen eine wichtige Rolle bei der Abwehr
pathogener Erreger und leiten die Verdauung von Kohlenhydraten und Fetten ein [56]. Das
Ausmal} der Schadigung der Speicheldriisen durch die Radiotherapie hangt von dem in das
Bestrahlungsfeld eingeschlossenen Volumen des Organs sowie von der Bestrahlungsdosis ab
[77]. Ein normaler Speichelfluss und eine normale Speichelzusammensetzung spielen
aullerdem eine grofie Rolle in der Regulation der Zusammensetzung des oralen Mikrobioms
[52]. Eine Hyposalivation bis hin zur Xerostomie kann das gesunde orale Mikrobiom aus dem
Gleichgewicht bringen und eine Dysbiose fordern [43].

Eine weitere mit der Bestrahlung von Kopf-Hals-Karzinomen assoziierte Nebenwirkungen ist
die Veranderung der Geschmacksempfindung, welche von Hypo- und Dysgeusie bis hin zur
Ageusie reicht [53]. Sie tritt bereits in der friihen Behandlungsphase auf [125]. Durch direkte
zytotoxische und anti-proliferative Effekte der Radiotherapie kommt es zu einem Verlust der
fur die Verarbeitung der Geschmacksempfindung essentiellen Geschmacksknospen und zu
einer Zerstorung der Geschmacksnerven [53]. Xerostomie und Dysgeusie begunstigen sich
nicht nur gegenseitig, sondern koénnen alleine oder in Kombination ebenfalls zu einer

Dysphagie fuhren und die Symptomlast der oralen Mukositis noch verstarken [23].

2.5. Einteilung der oralen Mukositis

Far die Klassifizierung der Nebenwirkungen von onkologischen Therapien stehen mehrere
Einteilungssysteme zur Verfigung. Fir die Erfassung des Schweregrades der RIOM konnte
sich noch keine der Bewertungsskalen als Goldstandard durchsetzen [101]. Am haufigsten
verwendet werden die globalen Einzel-ltem-Skalen der WHO, der Radiation Therapy Oncology
Group (RTOG) und der vom National Cancer Institute (NCI) vorgehaltene CTCAE-Score
[82],[104]. Die einzelnen Skalen kombinieren das klinische Erscheinungsbild der Mukositis
durch objektivierbare Lasionen in der Mundhohle mit funktionellen Einschrankungen z.B. bei
der Nahrungsaufnahme [101] und sind Tabelle 2.5.1. zu entnehmen. Zu evaluieren giltimmer,

ob diese klinischen Einschrankungen auch wirklich durch die OM hervorgerufen werden.



Grad 1 2 3 4 5
WHO Erythem und | Ulzerationen +/- | Ulzerationen +/- | Ulzerationen +/-
Wundheitsgefiihl | Erythem, feste | Erythem, flissige | Erythem, keine
Nahrungsaufnahme | Nahrungsaufnahme | Nahrungsaufnahme
moglich mdglich mdglich
CTCAE Aufnahme fester | Schmerzen/ Starke Schmerzen/ | Massive Tod
5.0 Nahrung moglich | Aufnahme Nur noch flissige | Schmerzen/
fester/breiiger Nahrungsaufnahme | Erndhrung
Nahrung méglich mdglich ausschlieflich Uber
enterale/parenterale
Sonde
RTOG Erythem Fleckige konfluierende Nekrose; spontane
Ulzerationen oder | Ulzerationen oder Blutungen
Pseudomembranen | Pseudomembranen;
Blutung bei
geringfuigigen
Traumata

Tabelle 2.5.1. Einteilung der oralen Mukositis nach WHO, RTOG und CTCAE-Kriterien

Modifiziert nach Peterson et. al [82] und Sonis et. al [104]

Abkirzungen: WHO = World Health Organization, CTCAE = Common Terminology Criteria for Adverse Events,
RTOG = Radiation Therapy Oncology Group

2.6. Pathogenese der oralen Mukositis

Fir viele Jahre galt fur die Pathogenese der Mukositis: Es handelt sich um direkte,
unspezifische zytotoxische Effekte der Bestrahlung und Chemotherapie auf sich schnell
teilende Basalzellen des Mukosaepithels [101]. Als gesichert galt die These, wonach
Stammzellen durch stomatotoxische Substanzen in ihrer Teilungsfahigkeit beeintrachtigt
werden und somit die Regeneration des Epithels verlangsamt wird. Dies fuhre wiederrum zu
einer Atrophie des Gewebes, welche im Verlauf die Entwicklung von Ulzerationen begunstige,
besonders aufgrund der funktionellen Belastung, welcher das Schleimhautepithel weiterhin
ausgesetzt ist [116]. In neueren Studien stellte sich jedoch heraus, dass die Pathogenese der
RIOM weitaus komplexer ist und nicht allein durch die direkte, unspezifische Zerstérung der
sich schnell teilenden basalen, epithelialen Stammzellen erklart werden kann [115]. Vielmehr
handelt es sich um eine Reihe komplexer biologischer Reaktionen, die in der gesamten
Mukosa und teilweise auch in der Submukosa ablaufen und in Abbildung 2.6.1. graphisch
dargestellt sind. [105]. Diese Erkenntnisse bieten ein groles Potenzial fir die weitere
Erforschung der an der Entstehung der oralen Mukositis beteiligten biologischen Prozesse,
sowie fir die Entwicklung neuer Therapieansatze und Praventionsmallnahmen [101].
Grundlage fur das heutige Verstandnis der Mukositis-Pathogenese bildet das 2004 von Sonis

et al. publizierte Modell, welches die Mukositis-Entstehung in fiinf Phasen unterteilt [104],[107]:



1)

2)

3)

4)

5)

Initiation: Hauptmerkmal der ersten Phase ist die Entwicklung reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS). Der daraus resultierende oxidative Stress auf das Gewebe
spielt eine grof3e Rolle in der Initiation der oralen Mukositis und verursacht erhebliche
Zellschaden. Zusatzlich aktivieren Zellen, die als Folge der Bestrahlung und
Chemotherapie apoptotisch oder nekrotisch werden das angeborene Immunsystem. In
Endothel- und Epithelzellen wird eine molekulare Kaskade freigesetzt, welche in der
Aktivierung von Transkriptionsfakior-Mediatoren resultiert, die ebenfalls die
Entstehung von Schleimhautverletzungen begunstigen.

Inflammation und primare Schadensantwort: Freie Sauerstoffradikale fiihren nicht nur
zum direkten Zelltod, sondern auch zu einer Verstarkung der Entziindungsreaktion
Uber die Aktivierung pro-inflammatorischer Zytokine, was eine weitere
Gewebeschadigung und Zelltod zur Folge hat und als primare Schadensantwort
bezeichnet wird.

Signalverstarkung: Die durch die Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine
gebildeten Mediatoren wie z.B. TNF-a flihren durch eine positive Rickkopplung zu
einer Signalverstarkung, welche in der Zunahme schadigender Mediatoren resultiert
und die pro-inflammatorische Kaskade zusatzlich verstarkt.

Ulzeration: Die vierte Phase stellt die klinisch bedeutsamste Phase der
Mukositisentstehung dar. Hier kommt die epitheliale Proliferation als Reaktion auf die
apoptotischen und nekrotischen Prozesse zum Stillstand. Daraus resultiert eine
Verdlnnung der Schleimhaut, was schlieRlich zu Ulzerationen flhrt.

Heilung: In der letzten Phase kommt es zur Heilung, die Integritat des Epithels wird
wiederhergestellt. Dies wird mdglich durch Proliferation, Migration und Differenzierung
der Epithelzellen, ausgehend von Signalen der extrazellularen Matrix. Die in dieser
Phase entscheidende Epithelialisierung beginnt an den Ulkusréandern, eine Heilung
erfolgt in der Regel innerhalb von 4 Wochen nach Applikation der letzten

Bestrahlungsdosis.
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Phase | Phase I/l Phase IV Phase V
Normales Epithel Initiation Inflammation, Freisetzung Ulzeration Abheilung
und Signalverstarkung

\

Epithelschicht
& 4]

e

]

Blutgefaly Entziindungszellen Fibroblast

Basalzellen Chemotherapie

Abb. 2.6.1. Pathophysiologisches Modell der oralen Mukositis
Es werden die fiinf Phasen der Pathogenese der oralen Mukositis dargestellt. Modifiziert nach Sonis et. al [105]

Eine Uberschneidung der einzelnen Phasen ist bei fraktionierter Gabe geringer

Einzelstrahlendosen mdglich [104].

2.7. Risikofaktoren der oralen Mukositis

In der Literatur wurden eine Vielzahl von Faktoren beschrieben, die das Risiko der Entstehung
einer RIOM erhdhen. Man kann sie in zwei unterschiedliche Kategorien einteilen:
patientenbezogene vs. therapiebezogene Risikofaktoren (Tabelle 2.7.1.) [5]. Alter und
Geschlecht sind zwei der etablierten patientenbezogenen Risikofaktoren [32]. Sowohl Kinder
als auch Patienten ab dem 50. Lebensjahr sind haufiger von einer schweren RIOM betroffen
[4]. Bei Kindern Iasst sich dies unter anderem durch den vermehrten Zellumsatz erklaren, bei
Patienten > 50. Lj. wird der erhohte Zelluntergang und die verminderte Anzahl an
Mukosastammzellen hierfur verantwortlich gemacht [4]. Des Weiteren gelten weibliches
Geschlecht, Mangelernahrung, ein schlechter Zahnstatus und vorbestehende Lasionen in der
Mundhéhle zu den anerkannten Risikofaktoren, ebenso wie eine bereits vor Beginn der
Bestrahlung bestehende z.B. medikamenteninduzierte Xerostomie [68]. Bei Nicht-Rauchern
und Patienten, die eine gute Mundhygiene betreiben, kann die Inzidenz und der Schweregrad
der Mukositis verringert sein [32].

Fortschritte wurden ebenfalls in der Bewertung genetischer Faktoren erzielt, die eine
Vorhersage Uber die Variabilitat der Radiosensitivitdt bei Tumorpatienten erlauben. Es gibt
Hinweise darauf, dass unter anderem genetische Faktoren, die an der Erkennung und
Reparatur von DNS-Doppelstrangbriichen sowie dem Schutz vor ROS nach
strahleninduzierter Zellschadigung beteiligt sind, eine Ursache fir die individuellen
Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit darstellen [84]. Pratesi et. al fanden eine

Assoziation zwischen zwei genetischen Polymorphismen (XRCC1 und RAD51) in DNS-
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Reparatur-Genen und der Entwicklung strahleninduzierter Toxizitdt bei Patienten mit
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches [84]. Ferner kann die DNS-
Doppelstrangbruch (DSB)-Reparaturkapazitat bei Patienten durch die Bestimmung des y-
H2AX-Foci-Verlustes in Blutlymphozyten vor und nach in-vivo Bestrahlung quantifiziert werden.
[37]. Diese Methode erméglicht die Identifizierung von Patienten mit gestdrter DSB-Reparatur
in der klinischen Praxis [37]. Eine Korrelation mit dem Auftreten einer hdhergradigen Mukositis
konnte jedoch bis zum heutigen Zeitpunkt noch nicht gezeigt werden. Ein Ziel der zellularen
und molekularen Forschungsansatze ist die Etablierung eines pradiktiven Biomarkers, welcher
die Entwicklung einer strahleninduzierten Toxizitat vorhersagen kann [122]. Einen grof3en
Beitrag auf diesem Gebiet leistet das GENEPI-Projekt der europaischen Gesellschaft fiir
Radiologie und Onkologie. Durch das Anlegen von Gewebe- und Datenbanken bestrahlter
Patienten, kann der Zusammenhang zwischen veranderter Genexpression und individueller
Strahlenreaktion sowie schwerer posttherapeutischer Toxizitat besser untersucht werden mit
dem Ziel pradiktive, leistungsfahige Test zu entwickeln, um letzterem vorzubeugen [6].

Die therapiebezogenen Einflussgrofien beinhalten die tagliche Einzelreferenzdosis, das
Zielvolumen, das Bestrahlungsgebiet und die Gesamtreferenzdosis der Strahlentherapie
[8],[68]. Die Wahrscheinlichkeit, eine schwere RIOM zu entwickeln, ist bei Patienten mit
Oropharynx- und Mundhoéhlenkarzinom im Vergleich zu Patienten, die an einem Tumor des
Hypopharynx oder Larynx erkrankt sind mit ca. 90% im Vergleich zu 65% - zielvolumenbedingt
— deutlich erhoht [68],[104]. Eine simultane Chemotherapie erhdht ebenfalls das Risiko, eine
RIOM zu entwickeln [123]. In verschiedenen Studien konnte eine Assoziation zwischen
verwendetem Chemotherapeutikum und dem Ausmal} der RIOM festgestellt werden. So
haben beispielsweise platin-haltige Substanzen (Cisplatin), Antimetabolite (5-FU, Methotrexat),
Alkylantien oder Taxane (Paclitaxel) ein erh6htes mukotoxisches Potenzial und sind somit mit
einer erhohten Inzidenz und schwereren Verlaufen der RIOM assoziiert [5],[73]. Ebenso wie
das mukotoxische Potential ist jedoch auch die Wirksamkeit von Chemotherapeutika
dosisabhangig. Cisplatin wird beispielsweise in Gesamtdosen von mehr als 200
mg/m? benotigt, um eine ausreichende Radiosensibilisierung zu bewirken [111]. Als
Verabreichungsschemata stehen sowohl Bolus- als auch wochentliche Gaben zur Verfligung.
Aktuelle Daten bevorzugen eine wdchentliche Cisplatin-Therapie bei allen Primartumoren im
Kopf-Hals-Bereich, da hier bei ahnlicher Wirksamkeit ein besseres Toxizitatsprofil vorliegt
[111].
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Patientenbezogene Risikofaktoren Therapiebezogene Risikofaktoren

Kinder und Patienten > 50 L. Chemotherapie:  Dosis/ Intensitat/  Art  des
Zytostatikums

Weibliches Geschlecht Bestrahlung: Dosis/ Fraktionierung

Malnutrition Kombination Chemo- und Strahlentherapie

Xerostomie

Pathologische Schleimhautveranderungen vor Beginn
der Strahlentherapie vorhanden

Noxen (Rauchen, Alkohol)

Genetische Pradisposition

Tabelle 2.7.1. Risikofaktoren der oralen Mukositis
Modifiziert nach Chen et. al [22]
Abkilirzungen: Lj. = Lebensjahr

2.8. Humanes Mikrobiom und Next-Generation-Sequencing-Verfahren

Die Anzahl der den menschlichen Kdrper besiedelnden Bakterien entspricht in etwa der Anzahl
aller menschlichen Zellen eines Individuums [98]. Nach dem Gastrointestinaltrakt beherbergt
die Mundhéhle das umfassendste Mikrobiom des menschlichen Kdrpers [124]. Unter oralem
Mikrobiom versteht man das Genom aller die Mundhoéhle besiedelnden Mikroorgansimen, zu
denen Bakterien und Viren, aber auch Archaeen und Pilze gehoéren [29],[117].

Aufgrund der Fortschritte in den Sequenzierungstechnologien und der Etablierung von Next-
Generation-Sequencing (NGS)-basierten Plattformen wie dem 2008 gegriindeten Human
Microbiome Project (HMP) [http://www.hmpdacc.org] sind diese Daten o6ffentlich zuganglich
und reprasentieren eine Referenzdatenbank fir den Genpool des Mikrobioms gesunder
Erwachsener [124]. Mit Hilfe des HMP wurden organspezifische Mikrobiom-Datenbanken wie
die erweiterte Human Oral Microbiome Database (eHOMD) ins Leben gerufen mit dem Ziel
alle Mikroorgansimen bestimmter Organsysteme zu identifizieren und zu charakterisieren [13].
In eHOMD sind Informationen Uber etwa 772 prokaryotische Spezies enthalten, von denen 70%
kultivierbar und 30% nicht kultivierbar sind [124]. Mdogliche Grinde fir diese
»Unkultivierbarkeit" sind unter anderem die Notwendigkeit spezifischer
Wachstumsbedingungen inklusive pH-Wert, Nahrstoffen, Inkubationstemperaturen oder
Abhangigkeit bestimmter Spezies voneinander [120]. Somit war es lange Zeit nicht mdglich,
allein mit kulturabhangigen Analysen das gesamte Mikrobiom zu charakterisieren.
Kulturunabhangige Verfahren ermdéglichen eine wesentlich detailliertere Charakterisierung des
menschlichen Mikrobioms und haben zu einer Revolution der Mikrobiomforschung gefihrt.
Zur Analyse mikrobieller Gemeinschaften stehen zwei verschiedene metagenomische
Sequenzierungsverfahren zur Verfigung: Shotgun-Metagenomik und 16S-rRNA-
Sequenzierung [65]. Mittels Amplifikation und Sequenzierung spezifischer phylogenetischer
Markergene (16S-rRNA fur Prokaryonten und 18S-rRNA flr Eukaryonten) kann die mikrobielle
Zusammensetzung einer Probe bestimmt werden [46]. 16S- und 18S-rRNAs gehoéren zu den

kleinen ribosomalen Untereinheite, welche in jedem prokaryontischen bzw. eukaryontischen
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Organismus vorkommen. Als Teil des bakteriellen Ribosoms besteht die 16S-rRNA aus
verschiedenen Regionen (V1-V9). Zum einen enthalt sie sogenannte konservierte Regionen,
die nahezu unverandert in allen Organismen zu finden sind und die Konstruktion universeller
Primer fiir die PCR erlauben. Zum anderen enthalt sie hypervariable Regionen, anhand derer
die verschiedenen Bakterientaxa identifiziert und voneinander unterschieden werden kdnnen
[128]. Die phylogenetische Zuordnung der erhaltenen Sequenzen erfolgt Uber einen
Datenbankabgleich [19]. Dies hat dazu gefiihrt, dass fiir die hierarchische Klassifizierung von
Bakterien nicht mehr nur morphologische und phanotypische Merkmalen wie z.B. Form, Gram-
Farbung und Motilitdt herangezogen werden. Heutzutage werden die durch Amplikon-
Sequenzierungsmethoden gewonnenen Gensequenzen einschlieBlich des 16S-rRNA-Gens
erganzend zur taxonomischen Klassifikation eingesetzt. Wird die Sequenzierung mittels NGS
durchgefiihrt, kdnnen viele rRNA-Fragmente parallel amplifiziert und sequenziert, sodass die
gleichzeitige Analyse grof3er Materialmengen ermdglicht wird [7].

Ein weiteres Verfahren fir die Untersuchung mikrobieller Gemeinschaften mittels NGS ist die
sogenannte Metagenom-Shotgun-Sequenzierung. Bei dieser Methode wird die vollstandige
DNS einer Probe sequenziert und die komplette genetische Information einer Probe erfasst
[35]. Hierfur werden DNS-Molekiile nach dem Zufallsprinzip in Fragmente zerlegt, die im
Anschluss sequenziert werden. Eine vorgeschaltete gezielte PCR-Amplifikation mit der
Beschrankung auf ein bakterielles Zielgen ist nicht notwendig. Ein Vorteil besteht somit in
einem zusatzlichen Informationsgewinn Uber andere in der Probe enthaltenen Organismen
wie z.B. Viren, Pilze und Parasiten. Ferner kann die Shotgun-Sequenzierung Mikrobiota mit
niedriger Abundanz in einer Probe zuverlassiger detektieren und erlaubt eine detaillierte
taxonomischen Analyse bis auf Speziesebene. Zusatzlich ist die funktionelle
Charakterisierung der genetischen Information einer Probe maoglich, was unter anderem den

Nachweis bakterieller Pathogenitatsfaktoren, Toxin- oder Antibiotikaresistenzen erlaubt [95].

29. Zusammensetzung des oralen Mikrobioms und Dysbiose

96% der die gesunde Mundhdhle besiedelnden Bakterien kdnnen sechs Bakterienstdmmen
zugeordnet werden: den Proteobakterien, Spirochaten, Fusobakterien, Actinobakterien,
Firmcutes und Bacteroidetes [124]. Ferner kann das orale Habitat in drei Kategorien unterteilt
werden, die sich in ihrer mikrobiellen Zusammensetzung voneinander unterscheiden: Gruppe
1 beinhaltet Wangenschleimhaut, keratinisierte Gingiva und harten Gaumen, Gruppe 2 setzt
sich aus Speichel und Zunge zusammen wahrend Gruppe 3 sub- und supragingivale Plaque
beinhaltet [94]. Jedes Individuum lebt in Symbiose mit seiner eigenen Mikrobiota. Ein Teil des
oralen Mikrobioms wird als sogenanntes Kernmikrobiom bezeichnet und ist zwischen
Individuen vergleichbar, obgleich sich das orale Mikrobiom im Laufe der Zeit aufgrund von
unterschiedlichen EinflussgréfRen wie Alter, Verhaltensweisen, Mundgesundheit, Speichel und

Immunstatus verandern kann [90]. Die Mundhoéhle weist das grolite Kernmikrobiom aller
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Organsysteme auf [130]. Dafir sorgen eine stabile, enorale Temperatur von 37°C mit wenig
Fluktuation sowie ein Speichel-pH von 6,5 bis 7,5, welcher der bevorzugte pH-Wert von vielen
Bakterienspezies ist [1]. Interessanterweise sind anerkannte pathogene Krankheitserreger Teil
der kommensalen Mundflora der gesunden Population [94]. Kommt es zu einer Dysbalance
des oralen Mikrobioms, kann dies eine wichtige Rolle in der Pathogenese enoraler
Erkrankungen wie Parodontose, Karies oder odontogener Infektionen spielen [59]. Hier ist
weniger ein einzelner pathogener Keim von Bedeutung, vielmehr ist die Zusammensetzung
des oralen Mikrofiims ausschlaggebend [29]. Es ist mittlerweile anerkannt, dass neben
enoralen Erkrankungen auch die Entstehung systemischer Erkrankungen wie Diabetes [69],
Krebs [57], Autoimmunerkrankungen [66] sowie Endokarditis und Osteomyelitis [119] mit einer
oralen Dysbiose assoziiert sein kdnnen. Von groftem wissenschaftlichem Interesse ist auch
die Rolle der oralen Dysbiose in der Pathogenese von Kopf-Hals-Karzinomen. Es konnte eine
Assoziation zwischen chronischer Parodontitis und einem erhohten Risiko fur die Entwicklung
pramaligner Lasionen festgestellt werden, welche sich zu einem HNSCC entwickeln kénnen
[67]. Einer Studie von Tezal et. al zu Folge erkranken Patienten mit chronischer Parodontitis
aufgrund der chronischen Entziindung haufiger an schlecht differenzierten Tumore der
Mundhoéhle [112]. Zusatzlich konnte eine Synergie zwischen chronischer Parodontitis und
oraler HPV-Infektion nachgewiesen werden [113].

Die Rolle von Mikroorganismen in der Pathogenese und Progression der oralen Mukositis ist
ebenfalls Bestandteil aktueller Forschung. Sonis et al. konnten in einem Tiermodell mit
strahleninduzierter Mukositis eine hdhere bakterielle Abundanz im ulzerierten Epithel im
Vergleich zu intakter Schleimhaut feststellen [106]. Einerseits stellen Ulzerationen eine
bevorzugte Kolonisationsstelle dar, andererseits tragen Bakterien an der Ulkusoberflache aktiv
zum Mukositis-Prozess bei. Dies wird unter anderem durch bakteriellee Endotoxine bedingt,
welche in die Submukosa eindringen und die Ausschuttung pro-inflammatorischer Zytokine
durch Leukozyten sowie Makrophagen stimulieren [119]. Die Kolonisation der geschadigten
Mundschleimhaut mit Bakterien, Viren oder Pilzen beglinstigt aulerdem sekundare
Superinfektionen [86] und kann zu einer Bakteridamie flihren. Panghal et al. konnten bei
bestrahlten Patienten am haufigsten die gram-negativen Spezies Pseudomonas aeruginosa
und Klebsiella pneumoniae aus dem Blut isolieren [80]. In Bezug auf Pilzinfektionen wahrend
einer Radiotherapie konnte Candida albicans als haufigster pathogener Erreger in oralen
Samples identifiziert werden [9]. Insgesamt konnte in mehreren kulturabhangigen Studien
gezeigt werden, dass sich die normale Bakterienflora im Verlauf einer Radiochemotherapie im
Kopf-Hals-Bereich signifikant verandert [2],[74]. Mit kulturunabhangigen Hochdurchsatz-
Sequenzierungsverfahren von 16S-rRNA-Genen ergab sich, dass diese Veranderungen der
oralen Mikrobiota wahrend einer Radiochemotherapie weitaus komplexer sind als bis dahin

angenommen [119]. Napenas et al. fanden heraus, dass das orale Mikrobiom wahrend einer
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Chemotherapie an Diversitat gewinnt [74], wahrend eine Studie von Hu et al. demonstrierte,
dass die Diversitat des oralen Mikrobioms bei Patienten nach Strahlentherapie abnimmt im
Sinne einer negativen Korrelation zwischen der Anzahl der operational taxonomic units (OTUs)
und der Strahlendosis [49]. Diese Ergebnisse werfen die Frage auf, ob Veranderungen des
oralen Mikrobioms mit dem Auftreten oder der Exazerbation einer RIOM korrelieren. Zhu et a.
untersuchten bei Patienten mit Nasopharynxkarzinom, ob der Schweregrad der Mukositis und
die dynamischen Veranderungen des oralen Mikrobioms wahrend der Radiochemotherapie
miteinander korrelieren. Ihre Ergebnisse zeigten, dass Patienten, die eine schwere Mukositis
entwickelten wahrend der Phase der erythematdsen Mukositis eine signifikant geringere

bakterielle Alpha-Diversitat und eine héhere Abundanz von Actinobacillus aufwiesen [133].
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2.10.

Fragestellungen der Arbeit

Bis heute ist nicht abschlielend geklart, inwieweit die Gesamtheit der die Mundschleimhaut

besiedelnden Mikrobiota und ihre individuelle Zusammensetzung fir die Entstehung der

oralen Mukositis von Bedeutung sind [119]. Auflerdem gibt es wenig Studien, die die

Veranderungen des oralen Mikrobioms wahrend einer Radio(chemo)therapie mit dem

Schweregrad der oralen Mukositis korrelieren [133]. Die grundlegenden Ziele der Arbeit lauten

daher wie folgt:

1)

Primares Ziel der hier vorgestellten Untersuchungen ist die Charakterisierung des
oralen Mikrobioms an einem Kollektiv von Patienten mit Indikation zur Strahlentherapie
mit oder ohne Chemotherapie bei histologisch gesichertem Karzinom im Kopf-Hals-
Bereich und der Vergleich mit dem oralen Mikrobiom gesunder Probanden basierend

auf NGS und bioinformatischen Analysen.

2) Als weiteres Ziel wird die Detektion und Beschreibung potenzieller Veranderungen des

3)

oralen Mikrobioms des Patientenkollektives vor, wahrend und nach
Radio(chemo)therapie verfolgt.
Es sollen zusatzliche Erkenntnisse Uber den Zusammenhang zwischen oralem

Mikrobiom und der Inzidenz der héhergradigen RIOM gewonnen werden.

4) Als sekundares Ziel sollen Symptomlast unter Radio(chemo)therapie und

Mundhygiene erfasst werden.
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3. Material und Methoden

Die Durchfuhrung des Forschungsvorhabens wurde von der Ethik-Kommission der
Arztekammer des Saarlandes unter der Kennnummer 291/16 genehmigt. Alle Patienten und
ihre Angehorigen wurden umfassend sowohl im arztlichen Aufklarungsgesprach als auch mit
einer schriftlichen Patienteninformation Uber den Ablauf der Studie aufgeklart. Von jedem
Patienten, der sich zur Teilnahme an der Studie entschloss, wurde eine schriftliche
Einwilligungserklarung unterschrieben. Die Teilnahme an der Studie war freiwillig und konnte
jederzeit ohne Angabe von Griinden beendet werden. Bei den Patienten, die sich fir diese
Mikrobiomstudie eignen, wurde ein Tumor im Kopf-Hals-Bereich diagnostiziert. Die
Asservierung der Speichelproben erfolgte in der Klinik fir Strahlentherapie und
Radioonkologie am Universitatsklinikum des Saarlandes ebenso wie die klinische Beurteilung
der Schleimhdute und des Mukositis-Schweregrades. Die Speichelproben wurden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten wahrend der spezifischen Tumortherapie gesammelt. Es
erfolgte ebenfalls die Rekrutierung gesunder Probanden als Kontrollgruppe. Die
Probenlagerung erfolgte in Zusammenarbeit mit der Abteilung flr Gastroenterologie (Inneren
Medizin II) der Universitatsklinik des Saarlandes. Die Analysen der Proben erfolgte in
Zusammenarbeit mit dem Luxembourg Centre for Systems Biomedicine (LCSB). Die
Durchfiihrung der metagenomischen Sequenzierung erfolgte durch das Labor Novogene

Europe, europaisches Genom- und Diagnostikzentrum, Cambrigde, England.

3.1. Ein- und Ausschlusskriterien

Die Einschlusskriterien fur die Studie wurden wie folgt definiert:
- histologisch gesichertes Karzinom in einer der folgenden Lokalisationen:
e Mundhéhle
e Nasopharynx
e Oropharynx
e Hypopharnyx
e Larynx
- Indikation zur primar definitiven Radiochemotherapie oder adjuvanten Radiatio (mit
oder ohne simultane Chemotherapie) der Tumorregion sowie der zervikalen und
supraklavikularen Lymphabflusswege bei Z.n. Tumorresektion
- Alter > 18 und < 80 Jahre
- schriftliche Einverstandniserklarung zur Studienteilnahme
Die Ausschlusskriterien fir die Teilnahme an der Studie lauteten wie folgt:
- Karnofsky — Index < 60%
- Schwangerschaft

- vorausgegangene Chemo- oder Strahlentherapie
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3.2. Studiendesign und Probenasservierung

Die Speichelproben-Asservierung der HNSCC-Patienten erfolgte einmalig vor Beginn der
primar definitiven oder adjuvanten RCT (Baseline), wahrend der RCT sowie 9 Monate
posttherapeutisch (Follow-Up) (Abb. 3.3.1.). Die Behandlungsdauer der RCT belief sich bei
allen Patienten auf 6 Wochen. Die Follow-Up-Untersuchung markierte den zeitlichen Endpunkt
der Studie. Die Probanden wurden gebeten vor Speichelprobenentnahme eine Nikotinkarenz
von 8 Stunden und eine Nahrungskarenz von 1 Stunde einzuhalten. Die Einhaltung wurde
dokumentiert. Idealerweise sollte eine Speichelmenge von 3-5 ml in das dafiir bereitgestellte
Falcon abgegeben werden. Ein Mindestspeichelvolumen von 2 ml wurde akzeptiert. Das

Falcon wurde unmittelbar bis zum Weitertransport bei -80 Grad gekuhlt gelagert.

| Patienten (n =12) | | Kontrollen (n = 7) |
[
Ausschlusskriterien: Einschlusskriterien: histologisch gesichertes
Karnofsky-Index < 60%, Karzinom im Kopf-Hals-Bereich mit Indikation zur
Schwangerschaft, friihere RCT | primér definitiven oder adjuvanten Radiotherapie +/-
(n=2) Chemotherapie, Alter 18 — 80 Jahre (n = 10)

[

Speichelproben-Asservierung + Evaluation orale
Mukositis unter RCT
(Therapiewoche 3, 5 und 6)

Speichelproben-Asservierung 9 Monate
posttherapeutisch (Follow-Up)

Abb. 3.3.1. CONSORT (“Consolidated Standards of Reporting Trials”) Schema
Uberblick tber Einschluss- und Ausschlusskriterien sowie den Studienablauf
Abkiirzungen: RCT = Radiochemotherapie

3.3. Kilinische Untersuchungen

Die Patienten wurden bei Studieneinschluss ausflihrlich anamnestiziert und koérperlich
untersucht. Jede Probenentnahme der Patienten wurde von einer ausfihrlichen
Dokumentation folgender klinischer Parameter begleitet:

enorale Mukositis nach standardisierten WHO- und RTOG-Kriterien

- weitere behandlungsassoziierte Nebenwirkungen (u.a. Schmerzen/ Ubelkeit/
Dysgeusie/ Speichelzusammensetzung)

- Einsatz von Schmerzmedikation

- Antibiotikagabe

- supportive, parenterale Ernahrung

- Mundhygiene

- Alkoholkonsum- und Rauchverhalten
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Die klinische Beurteilung der Schleimhaute erfolgte anhand des unten gezeigten Protokolls
(Tabelle 3.3.1.) und wurde von einem erfahrenen Untersucher durchgefiihrt. Das Auftreten
und der Schweregrad der oralen Mukositis wurden anhand standardisierter WHO- und RTOG-

Kriterien evaluiert (Tabelle 2.5.1.).

Erythem ’ Pseudomembranen Ulzerationen Blutungen
N = nein
J=ja F = fleckig T = bei geringfiigigen Traumata
K = konfluierend S = spontan

n. b. = nicht beurteilbar

Lokalisation Erythem Pseudomembranen Ulzeration Blutungen

Oberlippe
Unterlippe

rechte Wange

linke Wange

Zungenriicken

rechter Zungenrand

linker Zungenrand

Zungenspitze
Mundboden

weicher Gaumen

harter Gaumen

Tabelle 3.3.1. Protokoll zur Evaluation der oralen Mukositis anhand ihrer Lokalisation und klinischen
Auspragung

Die  Patienten wurden bei jeder Probenentnahme  ausfuhrlich  beziuglich
behandlungsassoziierter Nebenwirkungen befragt. Hierzu gehoérten Dysgeusie, Probleme bei
der Nahrungsaufnahme, Dysphagie, Veranderungen der Speichelzusammensetzung bis hin
zur Xerostomie, Ubelkeit und Erbrechen. Die Beschwerden wurden anhand standardisierter
CTCAE-Kriterien evaluiert. Zur subjektiven Schmerzmessung wurde die numerische Rating-
Skala eingesetzt. Es handelt sich dabei um eine eindimensionale Schmerzskala. Der Patient
wird hierbei gebeten seinen subjektiv empfundenen Schmerz auf einer Skala von 0-10
einzuordnen. Hierbei steht "10" fur "starkste vorstellbare Schmerzen" und "0" fur "keine
Schmerzen". Die kumulative Symptomlast wurde zu jedem Untersuchungszeitpunkt
dokumentiert und zu einem Score zusammengefasst, bei dem maximal 36 Punkte erreicht
werden konnten. Ferner wurde der Einsatz von Analgetika, parenteraler bzw. enteraler
Erndhrung (via PEG-Sonde) sowie die Anwendung einer oralen oder intravendsen
antibiotische Therapie erfasst.

Die Mundhygiene der Patienten wurde pratherapeutisch (Baseline) sowie posttherapeutisch
(Follow-Up) detailliert abgefragt und anhand eines Mundhygiene-Scores evaluiert. Eine

maximale Punktzahl von 20 Punkten konnte erreicht werden (Tabelle 3.3.2.). Bei einer

20



Punktzahl von 11-20 Punkten wurde die Mundhygiene als ,suffizient® definiert, bei 0-10

Punkten als ,,unzureichend®.

Haben Sie eine Zahnprothese? Ja Nein

Putzen Sie ihre Zdhne nach dem Ja Nein Manchmal

Essen? (2 Punkte) (0 Punkte) (1 Punkt)

Wie oft am Tag putzen Sie ihre Zahne? 1 Mal 2 Mal 3 Mal > 3 Mal
(1 Punkt) (2 Punkte) (3 Punkte) (4 Punkte)

1 Min. 2 Min. 3 Min. > 3 Min.
. . o

Wie lange putzen Sie ihre Zahne? (1 Punkt) (2 Punkte) | (3 Punkte) (4 Punkte)

Putzen Sie ihre Zdhne mit einer Ja Nein Beides

elektrischen Zahnbiirste? (2 Punkte) (0 Punkte) (1 Punkt)

Hf\ben Sie Schmerzen beim Ja Nein Manchmal

Zahneputzen?

Verwenden Sie regelmaBig Ja Nein Gelegentlich

Zahnseide? (2 Punkte) (0 Punkte) (1 Punkt)

Verwenden Sie regelmaBig Ja Nein Gelegentlich

desinfizierende Mundspiilung?

(Listerine, Merido, EImex) (2 Punkte) (0 Punkte) (1 Punkt)

Wie regelméBig gehen Sie zum Alle & Ix jahriich | Alle 2 Jahre Nur bei
Zahnarzt? Monate (3 Punkte) (2 Punkte) Beschwerden
’ (4 Punkte) (1 Punkt)

Tabelle 3.3.2. Evaluation der Mundhygiene
Maximale Punktzahl: 20, suffiziente Mundhygiene: 11-20, unzureichende Mundhygiene: 1-10

Vor Beginn der RCT wurde, wenn erforderlich, eine Zahnsanierung durchgefihrt. Aulerdem
erhielten alle Patienten eine Schulung zur Optimierung der Mundhygiene. Ein standardisiertes
Mundspulprogramm mit Panthenol®-Lutschtabletten, Bepanthen®-Lésung, Moronal®-
Suspension und Salbeitee kam wahrend der gesamten RCT zur Anwendung. Ferner wurde
auch das Rauch- und Alkoholkonsumverhalten vor und wahrend der RCT wdchentlich
abgefragt (Tabelle 3.3.3.).

Rauchen Sie aktuell? Ja Nein

Wenn ja, wie viele Zigaretten rauchen Sie >20 20-10 <10 1-2
taglich?

Trinken Sie aktuell Alkohol? Ja Nein

Wenn ja: taglich > 3 x/Woche < 3 x/Woche

Tabelle 3.3.3. Evaluation des Rauch- und Alkoholkonsumverhalten

Zum Baseline-Zeitpunkt erfolgte in der Patientenkohorte eine Blutentnahme. Laborparameter,
die im Kontext einer oralen Mukositis von Bedeutung sein kdnnen, umfassen
Entzindungswerte wie das C-reaktive Protein (CRP) und die Leukozytenzahl sowie den
bakteriellen Sepsismarker Procalcitonin (PCT). Die laborchemischen Untersuchungen wurden
im Zentrallabor des Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg/Saar durchgefiihrt. Die
Quantifizierung der Leukozytenzahl erfolgte mittels einer durchflusszytometrischen Zahlung

aus venosem Vollblut durch das Blutzellgerat Sysmex XE 5000 (Sysmex, Frankfurt). Der CRP-
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Wert wurde aus dem Patientenplasma mit Hilfe einer Immunturbidimetrie bestimmt (Cobac ¢
702, Roche, Mannheim). Zur Bestimmung von PCT aus Patietenplasma wurde ELECYS
BRAHMS PCT, ein Elektrochemolumineszens-Immunassay (ECLIA), eingesetzt (Roche
Elecsys® Cobas €801).

In der Kontrollgruppe wurden Speichelproben tber einen Zeitraum von insgesamt 12 Wochen
asserviert (Abb. 3.3.1.). Die Mundhygiene wurde in Woche 1 evaluiert, das Rauch- und
Alkoholkonsumverhalten zu jeden Untersuchungszeitpunkt. Die Dokumentation weiterer

klinischer Parameter entfiel ebenso wie Blutentnahmen.

3.4. Sekundare Probenverarbeitung

Die weitere Probenverarbeitung und Analyse wurden in Zusammenarbeit mit dem LCSB
durchgefuhrt. Nach abgeschlossener Speichelproben-Asservierung wurde das gesammelte
Material an Novogene (UK) Company Limited, 25 Cambridge Science Park, Milton Road,
Cambridge, CB4 0OFW, United Kingdom, Servicepartner des LCSB, gesendet. Der Versand
erfolgte auf Trockeneis, um eine ausreichende Kihlung der Proben auf dem Transport
sicherzustellen.
Die aus den Speichelproben extrahierte DNS wurde dort mittels NGS (lllumina Inc., CA)
sequenziert. Die mikrobielle DNS wurde gemaf des Protokolls des Magnetic Swab DNA Kit
nach Angaben des Herstellers (Tiangen, 4992410/4992411) isoliert und gereinigt. Nach der
Extraktion der Nukleinsduren aus den Speichelproben wurde die DNS-Konzentration und
Reinheit wie folgt Gberprift:
- Die DNS-Degradation und die potenzielle Kontamination wurden auf 1%-igem
Agarosegel Uberprift.
- Die Reinheit der DNS (0OD260/0D280, 0OD260/0D230) wurde mittels
NanoPhotometer®-Spektrophotometer (IMPLEN, CA, USA) Gberprift.
- Die DNS-Konzentration wurde mittels Qubit® dsDNA Assay Kit mittels Qubit® 2.0
Flurometer (Life Technologies, CA, USA) gemessen.
Nach dieser Qualitatskontrolle folgte im nachsten Schritt die Erstellung der
Sequenzierungsbibliotheken. Hierfir wurde eine Gesamtmenge von 1 ug DNS pro Probe
verwendet. Die Sequenzierungsbibliotheken wurden mittels NEBNext® UltraTM DNA Library
Prep Kit fir lllumina (NEB, USA) gemall den Empfehlungen des Herstellers erstellt. Die
Nukleinsduren wurden mit Indexcodes markiert, um jeder Probe Sequenzen zuordnen zu
kdénnen.
Im ersten Schritt wurde die genomische DNS auf eine Grofle von 350 Basenpaaren
mechanisch fragmentiert. Die entstandenen Fragmente wurden an den Enden repariert,
polyadenyliert und mit lllumina-Adaptern ligiert. Die ligierten Fragmente wurden mittels

lllumina-Paired-End-Sequenzierung weiterverarbeitet und durch PCR amplifiziert.
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Im nachsten Schritt wurden die PCR-Produkte gereinigt (AMPure XP System) und auf ihre
Grole hin selektiert (Agilent2100 Bioanalyzer). Daraufhin erfolgte die Amplifikation der
selektierten und gereinigten DNS-Fragmente mittels Real-Time-PCR. Die amplifizierten
Cluster wurden anschlielRend auf einer lllumina HiSeq-Plattform sequenziert.

Nach der Sequenzierung folgt im nachsten Schritt die Assemblierung des Metagenoms einer
jeden Probe sowohl mittels referenzbasierter als auch de-novo Assemblierung. Reads die
nichtin der ersten Assemblierung verwendet wurden, wurden fiir die gemischte Assemblierung
zusammengefugt, um die Informationen Uber Arten mit geringer Haufigkeit in den Proben zu
untersuchen.

Die Genvorhersage wurde mittels MetaGeneMark durchgefihrt und ein Genkatalog erstellt.
Auf Grundlage der effektiven Daten jeder Probe aus dem Genkatalog konnten
Abundanzinformationen ermittelt werden. Im nachsten Schritt wurden die metagenomischen
Reads mit der Datenbank der taxonomisch informativen Genfamilien verglichen und der
jeweiligen mikrobiellen Taxonomie zugeordnet.

Neben der taxonomischen Analyse wurde auch eine funktionelle Analyse durchgefuhrt. Mit
Hilfe der Datenbank flir Antibiotikaresistenz-Gene (CARD) konnte die Haufigkeit von
Antibiotikaresistenz-Genen (ARG) und deren Verteilung in der Artenklassifizierung ermittelt

werden.

3.5. Statistische Auswertung

Die Artenvielfalt innerhalb einer Probe wird mittels Alpha-Diversitat beschrieben. Der
Artenreichtum, das heif3t die Anzahl der in einem Habitat vorhandenen Arten, ist das
einfachste Mal} fiir die Alpha -Diversitat. Einige der gangigen Alpha-Diversitatsindizes sind der
Shannon- und Chao-Index [20],[114]. Letzterer unterteilt sich in Chao-1 und Chao-2-Index.
Der Chao-1-Index basiert seine Berechnungen auf Abundanz-Informationen einer Probe,
wahrend der Chao-2-Index das Artenvorkommen, also Daten, die das Fehlen oder
Vorhandensein einer Art in einer Probe angeben, bendtigt. Der Chao-Index fir die Schatzung
des Artenreichtums in einem bestimmten Lebensraum ergibt sich aus der folgenden Gleichung
[20]:

S(max)(jha() = Sops + (az + bi)

Der Shannon-Index, ist einer der am haufigsten verwendeten Diversitatsindizes in der
Okologischen Literatur und misst, im Gegensatz zum Chao1-Index, welcher nur den
Artenreichtum misst, auch die Verteilung von Individuen in einer Population [114]. Er
quantifiziert die Unsicherheit bei der Vorhersage der Artenidentitat eines zufallig aus dem

Datensatz entnommenen Individuums und wird nach folgender Gleichung berechnet:
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H' = =3, pilnp,

Wahrend sich die Alpha-Diversitat auf die Variation des Artenreichtums innerhalb einer
Gemeinschaft bzw. Probe konzentriert, quantifiziert die Beta-Diversitat die (Un-)Ahnlichkeiten
zwischen Gemeinschaften bzw. Proben. Die in dieser Arbeit verwendeten Beta-

Diversitatsmale sind:

- der Bray-Curtis-Index (fir Zusammensetzungsdaten)
- die Unifrac-Distanzen  (welche phylogenetische = Stammbauminformationen

berlcksichtigen)

Wird der Bray-Curtis-Algorithmus zur Berechnung des Distanzmales verwendet berechnet
sich der Beta-Abstand nach der relativen taxonomischen Haufigkeit. Der Bray-Curtis-Index,
bestimmt die Verschiedenheit (Ahnlichkeit) von mikrobiellen Gemeinschaften, basierend auf
der Manhatten-metric-Funktion, und liegt dabei im Wertebereich zwischen 0 (dhnlich) und 1

(unahnlich) [17]. Die Formel lautet wie folgt:

2Cij
Si + Sj

BC;=1-

Auf der Grundlage taxonomischer und funktioneller Haufigkeitstabellen werden Clustering-
Analysen sowie verschiedene Ordinationsverfahren eingesetzt, um die errechnete
Distanzmatrix zwischen Proben in einem zweidimensionalen Diagramm graphisch
darzustellen [75]. Ordinationsverfahren zielen darauf ab, so viele Informationen der
mikrobiellen Daten wie mdglich in einer niedrigdimensionalen Darstellung zu erfassen. Zu den

hier verwendeten Ordinationsmethoden gehéren:

- Hauptkompenentenanalyse (PCA)
- metrische mehrdimensionale Skalierung (MDS)

- nicht-metrische mehrdimensionale Skalierung (NMDS)

Bei der MDS, auch Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) genannt, entspricht die raumliche
Distanz der Proben den Ahnlichkeiten nach Bray-Curtis [17]. Bei der
Hauptkomponentenanalyse (PCA) werden die euklidischen Abstande zwischen den Proben
berechnet [75]. Es handelt sich um lineare Kombinationen der urspriinglichen Variablen. Bei
der NMDS miussen keine Voraussetzungen fiir die Daten bezlglich ihrer Linearitat oder
Verteilung erfiillt sein. Der sogenannte ,Stress-Wert" stellt ein MaR fir die statistische Gute

der Ordination dar, Werte < 0,05 zeigen eine reprasentative Verteilung an [75].
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Zur Bewertung der Beta-Diversitat wurde zuséatzlich die Ahnlichkeitsanalyse (,Analysis of
Similarity — ANOSIM®) verwendet. Es handelt sich um einen nicht-parametrischen Test,
welcher Gruppenvergleiche basierend auf einer (Un-)Ahnlichkeitsmatrix erlaubt ohne als
Voraussetzung ein konkretes Verteilungsmuster z.B. eine Normalverteilung zu bendtigen [24].
Die ANOSIM testet die Nullhypothese (H0), wonach keine Unterschiede in der mikrobiellen
Gemeinschaft der untersuchten Gruppen vorliegen. ANOSIM hilft somit die Angemessenheit
der a priori getroffenen Gruppeneinteilung zu bewerten, indem festgestellt wird, ob die
Variation zwischen den Gruppen signifikant groRRer ist als die Variation innerhalb der Gruppen.
Der sogenannte Testwert R (,Global R*) steht fir die Unterscheidbarkeit zwischen den
Gruppen und kann einen Wert zwischen -1 und 1 annehmen. Je ndher R an 1 liegt, desto
gréRer sind die Unterschiede zwischen den Gruppen im Vergleich zu den Unterschieden
innerhalb der Gruppen. Der p-Wert gibt zusatzlich das Konfidenzniveau der statistischen

Analyse an, sodass bei p < 0,05 ein statistisch signifikanter Unterschied vorliegt.

Um unterschiedliche Merkmale wie z.B. mikrobielle Taxa mit signifikanter Variation zwischen
zwei oder mehreren Gruppen herauszufitern koénnen unter anderem eine lineare
Diskriminanzanalyse (LDA) der EffektgroRe (LEfSe-Analyse) oder Metastats verwendet
werden. LEfSe ist ein Algorithmus, welcher die hochdimensionale Entdeckung von Biomarkern
ermoglicht, indem er genomische Merkmale identifiziert, die Unterschiede zwischen zwei oder
mehreren biologischen Zustanden charakterisieren [93]. LEfSe bestimmt Merkmale, welche
am Wahrscheinlichsten Unterschiede zwischen diesen Gruppen erklaren, indem es
Standardtests fur statistische Signifikanz mit zusatzlichen Tests fur biologische Konsistenz
und EffektgroRe verknlpft. Der Schwellenwert des logarithmischen LDA-Scores fir
diskriminierende Merkmale wurde auf 4,0 festgelegt. Dies ermdglicht die Charakterisierung
mikrobieller Taxa, die flr eine Versuchs- oder Umweltbedingung spezifisch sind, sowie die
Identifizierung metagenomischer Biomarker in verschiedenen Gemeinschaften [93].
Metastats wurde im Zusammenhang mit metagenomischen Daten entwickelt, die mehrere
Proben umfassen, und stltzt sich auf einen nichtparametrischen t-Test zum Nachweis
unterschiedlich haufiger Merkmale in metagenomischen Studien [127]. Es wird ein
Permutationstest zwischen den Gruppen auf jeder taxonomischen Ebene durchgefiihrt und
einen p-Wert zu erhalten. AnschlieRend wird die Falscherkennungsrate (,False Discovery
Rate“ — FDR) nach Benjamini und Hochberg verwendet, um den p-Wert zu korrigieren und
einen g-Wert zu erhalten, um somit Taxa mit signifikanter Variation zwischen untersuchten
Proben zu entdecken [127].

Die Visualisierung der Ergebnisse der LEfSe-Analyse und Metastats erfolgte in dieser Arbeit
mittels Box-Plot-Diagramm und Heatmap. Der absolute Z-Wert der Heatmap stellt den

Abstand zwischen Rohwert und Mittelwert der Grundgesamtheit in Einheiten der
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Standardabweichung dar. "Z" ist negativ, wenn der Rohwert kleiner als der Mittelwert ist, und
positiv, wenn er grofler ist. Der Farbbereich der Heatmap reicht von rot fir positive Z-Score-
Werte bis blau fur negative Z-Score-Werte, wobei blau fur eine Abreicherung und rot fur eine

Anreicherung des jeweiligen Taxons in einer Probe steht.

Alle klinischen Parameter, die Anzahl nicht-redundanter Gene sowie die Alpha-
Diversitatsindices wurden mit Hilfe eines Kolmogorow-Smirnow-Tests auf Normalverteilung
gepruft. Bei Normalverteilung wurde der Mittelwert und die entsprechende
Standardabweichung des Mittelwerts angegeben. Die Lagebeschreibung nicht-normal
verteilter Variablen erfolgte durch den Median sowie das 25%- und 75%-Quartil.
Zum Gruppenvergleich qualitativer Merkmale diente der Chi-Quadrat-Test, Unterschiede
hinsichtlich quantitativer Variablen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test untersucht. Zum
Vergleich verbundener Messwerte erfolgte eine einfaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholung. Alle Analysen wurden mit dem SPSS-Statistikprogramm (Version 23.0,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgeflhrt.
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4. Ergebnisse

4.1.

Probandenmerkmale bei Studieneinschluss

Im Zeitraum von Marz 2017 bis Mai 2018 wurden insgesamt 10 Patienten und 7 gesunde

Probanden in die longitudinale, prospektive Zeitreihenstudie eingeschlossen und bis Marz

2019 nachverfolgt. Initial erfiillten 12 Patienten die Kriterien zur Studienaufnahme. Patient 2

schied im Verlauf auf eigenen Wunsch aus der Studie aus. Im Rahmen der Auswertungen der

klinischen sowie Mikrobiom-Daten entschieden wir uns dazu Patient 10 nachtraglich aus der

Studie auszuschlielten. Bei der Grunderkrankung des Patienten hatte es sich um ein

zervikales CUP-Syndrom gehandelt, welches nicht als Einschlusskriterium definiert war und

somit nicht zur Zielpopulation dieser Studie zahlte. Tabelle 4.1.1. fasst die erhobenen

Probandenmerkmale zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses (Baseline) zusammen.

Variable Patient (n =10) Kontrollgruppe (n =7) p
Alter 64,4+7,7 314£9,5 0,001
Mannlich 10 (100%) 2 (28,6%) 0,001
BMI Baseline 28+6,5 24,7454 0,204
Aktiver Raucher 1(10%) 3 (42,9%) 0,116
Ex-Raucher 7 (70%) 0 0,004
Nichtraucher 2 (20%) 4 (57,1%) 0,155
Py 41134 8+2 0,195
Py <10 0 (0%) 2 (67,7%) 0,011
Py 10-39 3 (37,5%) 1(33,3%) 0,898
Py 240 5 (62,5%) 0 (0%) 0,064
Karnofsky-Index (in %) 90 (80-90) 100 (100-100) <0,0001
Leukozyten 6,8+1,6 n.d.

Procalcitonin 0,05+0,02 n.d.

C-reaktives Protein 3(1,6-10,7) n.d.

Symptomlast pratherapeutisch 0 (0-0) n.d.

Symptomlast therapeutisch 16 (13-19) n.d.

Symptomlast posttherapeutisch 7 (2-9) n.d.

Suffiziente Mundhygiene Baseline 5 (50%) 7 (100%)

Suffiziente Mundhygiene posttherapeutisch 8 (80%) n.d.

Tabelle 4.1.1. Baseline-Charakteristika, Mundhygieneevaluation und Symptomlast
Abkirzungen: BMI= Body Mass Index, Py = Pack years, n.d. = nicht durchgefihrt
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Die eingeschlossenen Patienten waren ausschlief3lich mannlich und in einem mittleren Alter
von 64,4+7,7Jahren. Ferner waren die meisten Patienten gemaR dem BMI mit einem mittleren
Wert von 28+6,5 kg/m? zu Beginn der Studie Ubergewichtig. In 7 Fallen handelte es sich bei
den Patienten um Ex-Raucher (70%), ein Patient war aktiver Raucher (10%). Die
Kontrollgruppe bestand aus 7 gesunden Probanden (n = 7), zwei davon waren mannlich
(28,6%). Die gesunden Probanden waren mit einem mittleren Alter von 31+9,5 Jahren deutlich
junger als die Patienten. Zu der Kontrollgruppe zahlten 3 aktive Raucher (42,9%) sowie 4
Nicht-Raucher.

4.2. Tumormerkmale, tumorspezifische Therapie und orale Mukositis

Das Patientenkollektiv gestaltete sich sowohl in Bezug auf die tumorspezifische Therapie als
auch in Bezug auf die Tumorlokalisationen als recht homogen. Bei 8 Patienten (80%) wurde
ein Oropharynx-Karzinom diagnostiziert, 2 Patienten (20%) litten an einem Mundhdhlen-
Karzinom. Histologisch handelt es sich bei allen Tumoren um Plattenepithelkarzinome, welche
ebenfalls alle eine p16-Positivitdt aufwiesen. 50 % der Karzinome waren zusatzlich HPV
positiv (Tabelle 4.2.1.). Die Halfte der Patienten wurden mittels adjuvanter
Radiochemotherapie  behandelt, die andere Halfte mittels primar definitiver
Radiochemotherapie. Bei allen Patienten wurde eine Systemtherapie mit Cisplatin
durchgefiihrt, ein Patient erhielt zusatzlich Paclitaxel. Die Gesamtreferenzdosis der
strahlentherapeutischen Behandlung lag zwischen 59,92 und 72 Gy. Alle Patienten konnten
die Radiotherapie Uber insgesamt 6 Wochen komplettieren. Bei einem Patienten konnte der 6.

Zyklus Cisplatin aufgrund eines Infektes nicht appliziert werden.

Variable Patient (n =10)
Oropharynx-Karzinom 8 (80%)
Mundhohlen Karzinom 2 (20%)
Plattenepithelkarzinom 10 (100%)
T34 4 (40%)

N + 8 (80%)

MO0 10 (100%)
HPV +/p16 + 5 (50%)
HPV -/ p16 + 5 (50%)
Primar definitive Radiochemotherapie 5 (50%)
Adjuvante Radiochemotherapie 5 (50%)
Mundhohle konturiertes Volumen (ml) 92,34+11,62
Mittlere Dosis Summenplan (Gray) 62,64+5,67
Cisplatin 9 (90%)
Paclitaxel + Cisplatin 1(10%)

Tabelle 4.2.1. Tumorlokalisation und -histologie, TNM-Klassifikation sowie Therapieregime

Tumorstadien gemal UICC fiir p16-positive Oropharynxkarzinome
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Abkiirzungen: HPV = Humanes Papillomavirus, T = Primartumor, N = regionare Lymphknoten,
M = Fernmetastasen

In Bezug auf die RIOM wurde die Patientenkohorte in zwei Subgruppen unterteilt (Low-grade
[LGM] vs. High-grade Mukositis [HGM]). Bei 90% der Patienten konnte im Verlauf der RCT
eine RIOM dokumentiert werden. FUnf Patienten entwickelten im Beobachtungszeitraum eine
HGM (50%, n = 10), welche definiert war als Mukositis = Grad 3 auf der RTOG- und/oder der
WHO-Skala zu einem beliebigen Zeitpunkt ~ wahrend der RCT. Im
Gesamtbeobachtungszeitraum bendtigten 5 Patienten eine antibiotische Therapie aufgrund
eines Infektes (50%). Tabelle 4.2.2. bietet einen detaillierten Uberblick Uber das
Therapieregime inklusive etwaiger Antibiotikatherapie sowie dem maximalen Grad der RIOM
unter RCT.
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. Raucher- Tumor- . . Mukositis
Pt. Lj. status Lokalisation RCT Radiatio/ Chemotherapie ABT (RTOG/WHO)

66 Gy a 2 Gy/
1 69 Ex-Nikotin Oropharynx aRCT 1x tgl., 5x wochentlich Low-grade
6 Zyklen Cisplatin (wchentlich)

59,92 Gy/
Nicht- 1x tgl., 5x wochentlich
3 69 Oropharynx aRCT 6 Zyklen Cisplatin

Raucher F Low-grade
(wochentlich)

63,6 Gy/
4 67 Ex-Nikotin Oropharynx pdRCT | 1x tgl., 5x wéchentlich C,U High-grade
2 Zyklen Cisplatin + Paclitaxel

66 Gy a 2 Gy/
5 68 Raucher Mundhéhle aRCT 1x tgl., 5x wochentlich
6 Zyklen Cisplatin (wdchentlich)

Low-grade

59,92 Gy/
6 50 Ex-Nikotin Oropharynx aRCT 1x tgl., 5x wochentlich Low-grade
6 Zyklen Cisplatin (wochentlich)

60 Gy a 2 Gy + 1 nicht entfernter LK
67,5 Gy/

1x tgl., 5x wochentlich

6 Zyklen Cisplatin (wdchentlich)

72 Gy kombiniert normo-
/hyperfraktioniert

2x tgl., 5x wochentlich

6 Zyklen Cisplatin (wéchentlich)

72 Gy

9 69 Ex-Nikotin Mundhéhle pdRCT | 1x tgl., 5x wéchentlich D** High-grade
6 Zyklen Cisplatin (wochentlich)*

7 70 | Ex-Nikotin Oropharynx aRCT High-grade

8 65 | Ex-Nikotin Oropharynx pdRCT High-grade

Nicht- 706Gy
1 78 Raucher Oropharynx pdRCT | 1x tgl., 5x wéchentlich F High-grade
6 Zyklen Cisplatin (wochentlich)

70 Gy
12 72 Ex-Nikotin Oropharynx pdRCT | 1xtgl., 5x wdchentlich Keine
6 Zyklen Cisplatin (wochentlich)

Tabelle 4.2.2. Uberblick iiber verschiedene Patientencharakteristika inklusive detailliertes Therapieregime
der Radiochemotherapie sowie Antibiotikatherapie und maximaler Grad der oralen Mukositis unter
Radiochemotherapie

Abkirzungen: ABT = Antibiotikatherapie, F = Fluorchinolone, C = Clindamycin, V = Vancomycin, D = Doxycyclin,
U = Unacid, aRCT = adjuvante Radiochemotherapie, pdRCT = primar definitive Radiochemotherapie, Gy = Gray,
Lj. = Lebensjahr, Pt. = Patient, LK = Lymphknoten tgl. = tglich, RTOG = Radiation Therapy Group-Skala, WHO
World Health Organization- Skala

*6. Zyklus nicht verabreicht (Infekt)

**wahrend der Nachsorge
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Unter der RCT entwickelten einige Patienten eine zunehmende Xerostomie, welche die
Speichelprobenentnahme erschwerte. Bei Patient 6 und Patient 7 war die Mundtrockenheit in
Therapiewoche 6 so ausgepragt, dass eine Speichelprobenentnahme nicht mehr moglich war
und somit Proben aus Therapiewoche 5 fur die NGS-Untersuchungen verwendet werden
mussten. Beide Probanden hatten jedoch in Therapiewoche 5 und 6 eine ahnliche klinische
Auspragung der RIOM gezeigt (siehe Tabelle 4.7.1.). Sample-IDs und fehlende

Speichelproben sind Tabelle 4.2.3. zu entnehmen.

- PO1_01 PO1_04 PO1_06 PO1_07 PO1_12
- P03_01 PO3_04 P03_06 P03_07 PO3_12
- PO4_01 PO4_04 P04_06 P04_07 PO4_12
- P05_01 PO5_04 P05_06 P05_07 P05 12
- P06_01 PO6_04 P06_06 P06_07 PO6_12
- P07_01 PO7_04 P07_06 P07_07 PO7_12
- P08_01 PO8_04 P08_06 P08_07 P0O8_12
- P09_01 P09_04 P09_06 P09_07 P09_12
- P11_01 P11_04 P11_06 P11 07 P11 12
- P12_01 P12 04 P12 06 P12 07 P12 12
- K01_01 KO1_04 K01_10
- K02_01 K02_04 K02_10
- K03_01 K03_04 K03_10
- K04_01 K04_04 K04_10
- K05_01 KO05_04 K05_10
- K06_01 KO06_04 K06_10
- K07_01 KO7_04 K07_10

Tabelle 4.2.3. Sample-IDs der Speichelproben von Patienten und gesunden Kontrollen

Fehlende Samples sind orange markiert (Xerostomie), fir die metagnomischen Untersuchungen des oralen
Mikrobioms wurden jeweils Samples aus der vorherigen Therapiewoche verwendet.

Abkiirzungen: RCT = Radiochemothearpie
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4.3. Vergleich des oralen Mikrobioms von Patienten und Kontrollen vor

Therapiebeginn

Zunachst verglichen wir das orale mikrobielle Profil zwischen gesunden Kontrollen und
HNSCC-Patienten vor Therapiebeginn. Zum pratherapeutischen Zeitpunkt wurde in der
Patientenkohorte eine niedrigere Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene festgestellt als
in der gesunden Kontrollgruppe, diese Unterschiede waren jedoch statistisch nicht signifikant
(Mittelwert 1122596 + 147519 vs. 1196003 + 76701, p = 0,249) (Abb. 4.3.1.).
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Abb. 4.3.1. Boxplot der Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene des oralen Mikrobioms von Patienten und
gesunden Kontrollen vor Beginn einer RCT. Die Anzahl nicht redundanter Gene wird auf der Y-Achse, die
Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt.

Unsere Ergebnisse zeigten einen signifikant niedrigeren Chao-1-Index bei HNSCC-Patienten
im Vergleich zu Kontrollen (p = 0,005) auf Gattungsebene, wahrend sich der Shannon-Index
nicht signifikant zwischen Patienten und Kontrollen zum Baseline-Zeitpunkt unterschied (p =
0,27) (Abb. 4.3.2.) Wir konnten keinen signifikanten Unterschied in der Beta-Diversitat

feststellen, als wir Patienten und Kontrollen zum Baseline-Zeitpunkt (p = 0,182) verglichen.
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Abb. 4.3.2. Boxplot der Alpha-Diversitatsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des oralen Mikrobioms von
Patienten und gesunden Kontrollen vor Beginn einer RCT auf Gattungsebene.

In der Metastats-Analyse zeigte sich, dass bakterielle Taxa der Familie Leuconostocaceae in
der Patientenpopulation eine hoéhere relative Abundanz aufwiesen als in der gesunden
Kontrollgruppe.

o Lactobacillales f Leuconostocaceae

*

Abundance

Be-04

3004
.

Patienten_01 ontrolien_01
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Abb. 4.3.3. Boxplot des Taxons Leuconostocaceae mit signifikant abweichender relativer Abundanz (p < 0,05) im
oralen Mikrobiom zwischen Kontrollgruppe und Patienten vor Beginn einer RCT auf Familienebene. Die relative
Haufigkeit des Taxons wird auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt. Oberhalb des
Boxplots ist das Taxon aufgetragen, auf das sich der Boxplot bezieht.
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Zwolf Taxa mit signifikant hoherer relativer Haufigkeit in der Kontrollgruppe im Vergleich zu
Patienten wurden zum pratherapeutischen Zeitpunkt detektiert, unter anderem Klasse
Actinobacteria, einschlieRlich der Gattung Rothia und Spezies Rothia mucilaginosa, Phylum
Candidatus Saccaribacteria, Familie Sanguibacteraceae, einschlieRlich Gattung Sanguibacter
und Spezies Sanguibacter keddiejj sowie Spezies Gemella sanguinis waren bei gesunden
Probanden signifikant angereichert (Abb. 4.3.4.).
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Abbildung 4.3.4. LEfSe-Analyse des oralen Mikrobioms von Patienten und gesunden Kontrollen vor Beginn der
RCT. Die horizontalen Balken stellen die Effektgrofie fiir jedes Taxon dar. Der Schwellenwert des logarithmischen
LDA-Scores fir diskriminierende Merkmale wurde auf 4,0 festgelegt. Er entspricht der Lange der Balken und wird
durch vertikale gepunktete Linien angezeigt. Gesunde Kontrollen sind rot gekennzeichnet. Jeder Balken entspricht
einem mikrobiellen Taxon mit statistisch signifikant unterschiedlicher relativer Haufigkeit in den untersuchten
Gruppen (p < 0,05). Der Name der Taxonebene wird als p-Stamm (phylum); c-Klasse (class); o-Ordnung (order);
f-Familie (family), g-Gattung (genus) und s-Spezies (species) abgekiirzt.
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4.4. Vergleich des oralen Mikrobioms von Patienten und Kontrollen unter

Radiochemotherapie

Im nachsten Schritt wurde das orale Mikrobiom der gesunden Kontrollgruppe mit dem oralen
Mikrobiom der Patienten wahrend der Radiochemotherapie verglichen. In Therapiewoche 3
unterschied sich die Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene nicht wesentlich zwischen
gesunder Kontrollkohorte und Patienten (Mittelwert 1080801 + 72897 vs. 1050323 + 189834,
p =0,698) (Abb. 4.4.1.), wobei die Kontrollkohorte eine groere Varianz aufwies. Wir konnten
einen signifikant niedrigeren Chao-1-Index bei HNSCC-Patienten im Vergleich zu Kontrollen
(p = 0,007) unter Radiochemotherapie auf Gattungsebene identifizieren, wahrend sich der
Shannon-Index nicht signifikant zwischen Patienten und Kontrollen unterschied (p = 0,27)
(Abb. 4.4.2.).
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Abbildung 4.4.1. Boxplot der Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene des oralen Mikrobioms von Patienten
wahrend der RCT (Therapiewoche 3) und gesunden Kontrollen. Die Anzahl nicht redundanter Gene wird auf der
Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt.
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Abbildung 4.4.2. Boxplot der Alpha-Diversitdtsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des oralen
Mikrobioms von Patienten wahrend der RCT (Therapiewoche 3) und gesunden Kontrollen auf Gattungsebene.
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Die relative Abundanz der 10 haufigsten mikrobiellen Taxa des oralen Mikrobioms von
Patienten wahrend der RCT (Therapiewoche 3) und gesunden Kontrollen auf Stammebene ist
in Abb. 4.4.3. dargestellt. Folgenden 5 Phyla dominierten das orale Mikrobiom zu diesem
Untersuchungszeitpunkt: Firmicutes (9,29 % vs. 19,81 %), Actinobacteria (1,81 % vs. 14,92
%), Proteobacteria (9,85 % vs. 6,72 %), Bacteroidetes (2,94 % vs. 3,66 %) und Fusobacteria
(0,55 % vs. 0,87 %). Sequenzen mit geringer Haufigkeit oder Sequenzen, die keiner bekannten

Gruppe zugeordnet werden konnten, wurden unter "Others" zusammengefasst (73,4% vs.

o
52,13%).
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Abb. 4.4.3. Balkendiagramm der relativen Abundanz der 10 haufigsten mikrobiellen Taxa des oralen Mikrobioms
von Patienten wahrend der RCT (Therapiewoche 3) und gesunden Kontrollen auf Stammebene. Die relative
Haufigkeit der Taxa wird auf der Y-Achse, die Sample-IDs auf der X-Achse dargestellt. Jeder Balken entspricht
einer Probe. Die mikrobiellen Taxa sind nach Farben kodiert und der Legende zu entnehmen. Alle anderen Taxa
wurden als "Others" zusammengefasst.

In der LEfSe-Analyse zeigt sich 36 Mikrobiota auf unterschiedlichen taxonomischen Ebenen,
die bei gesunden Individuen im Vergleich zur Patientenkohorte in Therapiewoche 3 signifikant
angereichert waren, unter anderem die Phyla Candidatus Saccharibacteria und Firmicutes,
ebenso wie Gattung Streptococcus, Rothia, Veillonella, Actinomyces, Atopobium,
Haemophilus und Sanguibacter (Abb. 4.4.4.). Alle 12 Taxa, die bereits vor Beginn der RCT in
der Kontrollgruppe angereichert waren, konnten ebenfalls unter RCT vermehrt in der
Kontrollgruppe festgestellt werden (Abb. 4.3.4.).
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Abb. 4.4.4. L EfSe-Analyse des oralen Mikrobioms von Patienten unter RCT (Therapiewoche 3) und gesunden
Kontrollen. Die horizontalen Balken stellen die EffektgroRe fir jedes Taxon dar. Der Schwellenwert des
logarithmischen LDA-Scores fir diskriminierende Merkmale wurde auf 4,0 festgelegt. Er entspricht der Lange der
Balken und wird durch vertikale gepunktete Linien angezeigt. Gesunde Kontrollen sind rot gekennzeichnet. Jeder
Balken entspricht einem mikrobiellen Taxon mit statistisch signifikant unterschiedlicher relativer Haufigkeit in den
untersuchten Gruppen (p < 0,05). Der Name der Taxonebene wird als p-Stamm (phylum); c-Klasse (class); o-
Ordnung (order); f-Familie (family), g-Gattung (genus) und s-Spezies (species) abgekrzt.
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Aulerdem ergab sich eine statistisch signifikant héhere Intergruppenvarianz hinsichtlich des
oralen Mikrobioms auf dem Phylum-Level (R = 0,343; p = 0,011) zwischen HNSCC-Patienten
und gesunden Kontrollen wahrend der RCT (Therapiewoche 3) im Vergleich zur

Intragruppenvarianz (Abb. 4.4.5.).
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Abbildung 4.4.5. ANOSIM des oralen Mikrobioms von Patienten unter RCT (Therapiewoche 3) und gesunden
Kontrollen auf Stammebene. Der Rangwert ist auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt.
Der grine Boxplot zeigt die Intergruppenvarianz, wahrend der rote Boxplot die Intragruppenvarianz der
Kontrollkohorte und der blaue Boxplot die Intragruppenvarianz der Patientenkohorte darstellt.

Ferner konnten in der Metastats-Analyse weitere 35 mikrobielle Spezies mit signifikant
abweichender relativer Abundanz zwischen den untersuchten Kohorten detektiert werden.
Neun der 35 Spezies waren bei den Patienten angereichert (q < 0,05), darunter zum Beispiel
Humanes endogenes Retrovirus W, Streptococcus pneumoniae und Escherichia coli, wahrend
26 Spezies in der Kontrollgruppe angereichert waren, unter anderem verschiedene
Streptococcus spp. wie S. salivarius, S. timonensis und S. australis sowie verschiedene

Actinomyces spp. (Abb. 4.4.6.).
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4.4.6. Hierarchische Z-Score-Clustering-Heatmap. Dargestellt sind 35 mikrobielle Spezies mit
abweichender relativer Abundanz des oralen Mikrobioms zwischen Patienten unter RCT

(Therapiewoche 3) und gesunden Kontrollen (g < 0,05). Jede Zeile entspricht einer mikrobiellen Spezies, jede
Spalte einer Probe. Oberhalb der Heatmap sind Patientenproben blau und Kontrollproben rot gekennzeichnet. Der
X-Achse sind die Sample-IDs zu entnehmen. Das Dendogramm auf der Y-Achse zeigt die hierarchische Clusterung
der mikrobiellen Spezies zueinander. Der Farbbereich der Heatmap reicht von rot flr positive Z-Score-Werte bis
blau fur negative Z-Score-Werte, wobei blau fir eine Abreicherung und rot fir eine Anreicherung der jeweiligen
Spezies in einer Probe steht.
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Im Anschluss an die taxonomische Analyse haben wir die Haufigkeit von ARG und deren
Verteilung im Rahmen einer funktionellen Analyse untersucht (Abb. 4.4.7.). Die ARG mit dem
hochsten relativen Anteil in der Patientengruppe wahrend RCT (Therapiewoche 3) waren CTX-
M-6 (4,81 %), gadX (3,58 %) und cat (3,09 %), in der Kontrollgruppe mefA (4,02%), mel
(3,98%), CTX-M-6 (3,74%), tetW/N/W (3,32%) und gadX (3,03%). Zehn ARG waren in der
Patientengruppe angereichert, hierzu gehérten CTX-M-6, Neisseria meningitidis PBP2, tetQ,
farB, gadX, cat, CblA-1, arnA, vanC und ErmF.
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Abbildung 4.4.7. Balkendiagramm des relativen prozentualen Anteils von ARG in Speichelproben der
Kontrollgruppe und Patientenkohorte in Therapiewoche 3. Der relative Prozentsatz unterschiedlicher ARG ist auf
der Y-Achse, die Sample IDs auf der X-Achse dargestellt. Jeder Balken entspricht einer Probe. Die 20 haufigsten
ARG sind nach Farben kodiert und der Legende zu entnehmen, die restlichen ARG wurden als "Others"
zusammengefasst.
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4.5. Vergleich des oralen Mikrobioms von Patienten und Kontrollen im Follow-Up

Vergleicht man die Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene zwischen gesunden
Probanden und Patienten in der Nachsorge (neun Monate posttherapeutisch), kann eine
tendenziell niedrige Anzahl mikrobieller Gene in der Patientenkohorte verzeichnet werden
(Mittelwert 877786 + 75974 vs. 961385 + 124672, p = 0,156) (Abb. 4.5.1.). Klinisch waren in
der Nachsorge keine Mukositiszeichen mehr nachweisbar. Unsere Ergebnisse zeigten einen
signifikant niedrigeren Chao-1-Index bei HNSCC-Patienten im Vergleich zu Kontrollen (p =
0,004) zum posttherapeutischen Zeitpunkt auf Gattungsebene, wahrend sich der Shannon-
Index nicht signifikant zwischen Patienten und Kontrollen unterschied (p = 0,456) (Abb. 4.5.2.).
Ein signifikanter Unterschied in der Beta-Diversitat zwischen Patienten und Kontrollen im

Follow-Up ergab sich nicht (p = 0,912).
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Abb. 4.5.1. Boxplot der Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene des oralen Mikrobioms von Patienten wahrend
der Nachsorge (9 Monate posttherapeutisch) und gesunden Kontrollen. Die Anzahl nicht redundanter Gene wird
auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellit.
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Abb. 4.5.2. Boxplot der Alpha-Diversitatsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des oralen Mikrobioms von
Patienten wahrend der Nachsorge (9 Monate posttherapeutisch) und gesunden Kontrollen auf Gattungsebene.

Im Follow-Up wurden 6 mikrobielle Taxa mit signifikant abweichender relativer Haufigkeit
zwischen HNSCC-Patienten und gesunden Kontrollgruppe detektiert. Ordnung Neisseriales
mit Gattung Neisseria ebenso wie Spezies Megasphaera micronuciformis waren in der
Patientenpopulation nach RCT signifikant angereichert, wahrend unter anderem Familie
Porphyromonoadaceae sowie Spezies Gemella sanguinis in der Kontrollgruppe signifikant
angereichert waren (Abb. 4.5.3.).
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Abb. 4.5.3. LEfSe-Analyse des oralen Mikrobioms von Patienten wahrend der Nachsorge (9 Monate
posttherapeutisch) und gesunden Kontrollen. Die horizontalen Balken stellen die EffektgréRe fiir jedes Taxon dar.
Der Schwellenwert des logarithmischen LDA-Scores fiir diskriminierende Merkmale wurde auf 4,0 festgelegt. Er
entspricht der Léange der Balken und wird durch vertikale gepunktete Linien angezeigt. Gesunde Kontrollen sind rot,
Patienten griin gekennzeichnet. Jeder Balken entspricht einem mikrobiellen Taxon mit statistisch signifikant
unterschiedlicher relativer Haufigkeit in den untersuchten Gruppen (p < 0,05). Der Name der Taxonebene wird als
p-Stamm (phylum); c-Klasse (class); o-Ordnung (order); f-Familie (family), g-Gattung (genus) und s-Spezies
(species) abgekiirzt.
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4.6. Charakterisierung der longitudinalen Veranderungen im oralen Mikrobiom des

Patientenkollektivs unter Radiochemotherapie

Im nachsten Schritt wurde das orale Mikrobiom der Patientenkohorte wahrend RCT
longitudinal untersucht. Dafiir wurden Speichelproben vor Therapiebeginn mit Proben aus
Therapiewoche 3 und 6 verglichen. Neun von 10 Patienten entwickelten eine orale Mukositis.
Diese begann normalerweise in der zweiten Therapiewoche und erreichte ihren Héhepunkt in
der funften bis sechsten Therapiewoche (Tabelle 4.7.1.).

Es zeigte sich eine Abnahme der Anzahl nicht-redundanter Gene in Therapiewoche 6 im
Vergleich zur Baseline (Median 1350166 vs. 1275319, p = 0,218) (Abb. 4.6.1.). Der Chao-1-
Index auf Gattungsebene war bei Patienten zu Studienbeginn signifikant hdher als bei
Patienten in Therapiewoche 6 (p = 0,015), wahrend der Shannon-Index keine signifikanten
Unterschiede zwischen diesen beiden Zeitpunkten aufwies (p = 0,529) (Abb. 4.6.2.).
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Abbildung 4.6.1. Boxplot der Anzahl nicht-redundanter mikrobieller Gene des oralen Mikrobioms von Patienten
pratherapeutisch und in der letzten Therapiewoche (Woche 6). Die Anzahl nicht redundanter Gene wird auf der Y-
Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt.
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Abbildung 4.6.2. Boxplot der Alpha-Diversitatsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des oralen
Mikrobioms von Patienten pratherapeutisch und in der letzten Therapiewoche (Woche 6) auf Gattungsebene.

Darlber hinaus zeigte die Beta-Diversitat auf Phylum-Ebene einen signifikanten Unterschied
zwischen Patienten zum Baseline-Zeitpunkt und Patienten in Therapiewoche 6, da die
Intergruppenvarianz zwischen den Gruppen signifikant héher war als die Intragruppenvarianz
(R = 0,189, p = 0,008). Ferner ergaben unsere Analysen deutlichere Uberschneidungen
zwischen der mikrobiellen Gemeinschaftsstruktur von Patienten zum Baseline-Zeitpunkt und
Patienten in Therapiewoche 3. Mit voranschreiten der RCT und zunehmendem Schweregrad
der oralen Mukositis unterschieden sich die mikrobielle Zusammensetzung des OM in
Therapiewoche 6 starker entlang der Hauptkomponentenachse von Proben zum Baseline-
Zeitpunkt (Abb. 4.6.3.).
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Abb. 4.6.3. a) Hauptkomponentenanalyse (PCA) und b) nichtmetrische multidimensionale Skalierungsanalyse
(NMDS) der Zusammensetzung der oralen mikrobiellen Gemeinschaft der Patienten pratherapeutisch (Baseline)
verglichen mit 1) Therapiewoche 3 und 2) Therapiewoche 6 auf OTU-Ebene. PC1/MNDS1 bezeichnet die erste
Hauptkomponentenachse, PC2/MNDS2 die zweite Hauptkomponentenachse. Jeder Punkt im Diagramm steht fur
eine Speichelprobe. Patientenproben, die zur gleichen Gruppe gehdren, sind in der gleichen Farbe dargestellit.
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Die hierarchische Clusteranalyse auf Grundlage der Bray-Curtis-Distanz auf Phylum-Ebene
zeigte, dass die mikrobiellen Profile der Patienten zu Studienbeginn im Allgemeinen naher
beieinander lagen als die der Patienten am Ende der Studie (Therapiewoche 6) und umgekehrt
(Abb. 4.6.4).
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Abbildung 4.6.4. Hierarchische Clusterung des oralen Mikrobioms von Patienten pratherapeutisch (Baseline) und
unter RCT in Therapiewoche 6 unter Verwendung der Bray-Curtis-Dissimilaritdt auf Stammebene. Das
Dendrogramm (links) zeigt die Clusterung der Speichelproben. Dem Balkendiagramm sind die relativen
Abundanzen der zehn haufigsten mikrobiellen Phyla zu entnehmen, ein Balken steht hierbei fiir eine Probe. Die 10
haufigsten Phyla sind nach Farben kodiert und der Legende zu entnehmen, die restlichen Phyla wurden als "Others"
zusammengefasst. Im Dendogramm sind Patientenproben zum Baseline-Zeitpunkt rot und unter RCT in
Therapiewoche 6 blau markiert.

In der Metastats-Analyse konnten mehrere Spezies detektiert werden, deren relative
Abundanz sich unter Radiochemotherapie mit zunehmender oraler Mukositis signifikant
verringerte. Beispielsweise lie} sich eine niedrigere relative Abundanz der Spezies
Actinomyces graevenitzii und Megasphaera micronuciformis nachweisen. Diese Ergebnisse
lied sich bereits in Therapiewoche 3 nachweisen und waren auch in Therapiewoche 6
reproduzierbar. Ferner lieR sich Escherchia coli bei HNSCC-Patienten unter
Radiochemotherapie ab Therapiewoche 3 gehauft feststellen. In Therapiewoche 6 stellten wir
zusatzlich zur héheren Abundanz von Escherichia coli auch eine hohere Abundanz der

Spezies Staphylococcus aureus fest (Abb. 4.6.5.).
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Abb. 4.6.5. Boxplots einer Auswahl bakterieller Spezies mit statistisch signifikant abweichender relativer Abundanz
(p < 0,05) im oralen Mikrobiom von Patienten pratherapeutisch (Baseline) vs. Patienten unter RCT in a)
Therapiewoche 3 und b) Therapiewoche 6. Die relative Haufigkeit des jeweiligen Taxons wird auf der Y-Achse, die
Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt. Oberhalb des Boxplots ist der Speziesname aufgetragen, auf den sich

der Boxplot bezieht.
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Vier Patienten bendétigten wahrend der RCT eine orale oder intravendse antibiotische Therapie
aufgrund eines Infektes. Um die Auswirkungen der antibiotischen Therapie auf das orale
Mikrobiom wahrend der RCT zu untersuchen, verglichen wir Speichelproben der jeweiligen
Patienten vor und wahrend Antibiotikaeinnahme. Die verabreichten antiinfektiven Substanzen

sind Tabelle 4.6.1. zu entnehmen.

Patient RCT Woche 3 RCT Woche 4 RCT Woche 5 RCT Woche 6
Keine ABT Flourchinolone d2 p.o. Flourchinolone d9 p.o. Kein AB
4 Keine ABT Keine ABT Clindamycin d7/8 iv. Unacid d2 iv.

Flourchinolone d8 iv.,
5 Keine ABT Keine ABT Flourchinolone d1 iv. Clindamycin d2 iv.,
Vancomycin d6 iv.

1 Keine ABT Keine ABT Keine ABT Flourchinolone d5 p.o.

Tabelle 4.6.1. Antibiotikatherapie von Patient 3,4,5 und 11 unter Radiochemotherapie
Abkiirzungen: ABT= Antibiotikatherapie, iv. = intravends, p.o. = per os, d = Tag, RCT = Radiochemotherapie

Es wurden keine signifikanten Unterschiede in der Alpha-Diversitat (Chao1-Index p = 0,486;
Shannon-Index p = 0,886) (Abb. 4.6.6.) und Beta-Diversitat (p = 0,32) (Abb. 4.6.7.) der
mikrobiellen Profile von Patienten vor und wahrend der Antibiotikaeinnahme gefunden.
Aulerdem wurden keine Taxa mit statistisch signifikant unterschiedlicher relativer Haufigkeit

zwischen den Gruppen detektiert.
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Abbildung 4.6.6. Boxplot der Alpha-Diversitatsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des orales Mikrobiom
von Patienten vor Antibiotikatherapie und unter Antibiotikatherapie wahrend der RCT auf Gattungsebene.

48



R=0021, P= 032

25

10
I

T T T
Between AB_mit AB_vorher

Abb. 4.6.7. ANOSIM von Patienten vor und wahrend Antibiotikatherapie unter RCT auf Stammebene. Der
Rangwert ist auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt. Der griine Boxplot zeigt die
Intergruppenvarianz, wahrend der rote Boxplot die Intragruppenvarianz der Patientenkohorte unter
Antibiotikatherapie und der blaue Boxplot die Intragruppenvarianz der Patientenkohorte vor Antibiotikatherapie
darstellt.
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4.7. Subgruppenvergleiche in der Patientenkohorte

Wir verglichen das orale Mikrobiom von Patienten, die wahrend RCT eine HGM entwickelten
vs. Patienten, die keine oder nur eine LGM entwickelten, um zusatzliche Erkenntnisse Uber
die Beziehung zwischen oralem Mikrobiom und dem Auftreten einer HGM zu gewinnen. Das
orale Mikrobiom beider Subgruppen wurde unter RCT und im Follow-Up verglichen sowie
retrospektiv zum pratherapeutischen Zeitpunkt. In Therapiewoche 6 litten fiinf Patienten an
einer HGM, wahrend vier Patienten an einer LGM litten (Tabelle 4.7.1.). Ein Patient hatte
wahrend der gesamten Behandlungsdauer keine Mundschleimhautentziindung entwickelt.
Ferner wurde das orale Mikrobiom von Patienten verglichen, die sich einer primar definitiven
RCT ohne Operation unterzogen vs. Patienten, die eine adjuvante Radiochemotherapie

erhielten. Dieser Vergleich fand zum pratherapeutischen Zeitpunkt nach Tumoroperation

jedoch vor Beginn der RCT statt.

Tabelle 4.7.1. Onset der oralen Mukositis sowie Schweregrad der oralen Mukositis unter RCT nach WHO-
und RTOG-KTriterien. Der Schweregrad der oralen Mukositis ist nach Farben kodiert, griin = keine Mukositis,
orange = Low-grade Mukositis, rot = High-grade Mukositis

Abkiirzungen: RCT = Radiochemotherapie, aRCT = adjuvante Radiochemotherapie, pdRCT = primar definitive
Radiochemotherapie, W = Woche, RTOG = Radiation Therapy Group-Skala, WHO = World Health Organization-
Skala
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Patienten, die im Verlauf der RCT eine HGM entwickelten, hatten bereits pratherapeutisch
etwas mehr nicht-redundante mikrobielle Gene als Patienten, die eine LGM entwickelten
(Mittelwert 724698 + 109512 vs. 824036 + 42051, p = 0,095). Auch in der therapeutischen
Phase (Therapiewoche 6) konnten in der HGM-Gruppe etwas mehr nicht-redundante Gene
festgestellt werden (Mittelwert 823253 + 44276 vs. 845859 + 36688, p = 0,537).
Posttherapeutisch (Mittelwert 521469 + 29619 vs. 492023 + 135775, p = 0,701) und bei
Patienten mit vs. ohne OP (Mittelwert 782132 + 61368 vs. 768108 + 126614, p = 0,829) war
die Anzahl nicht-redundanter Gene sehr ahnlich (Abb. 4.7.1.).
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Abb. 4.7.1. Boxplots der Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene des oralen Mikrobioms von HNSCC-Patienten
a) mit OP vs. ohne OP (Baseline) b) Low-grade vs. High-grade Mukositis (Baseline) c) Low-grade vs. High-grade
Mukositis unter RCT (Therapiewoche 6) d) Low-grade vs. High-grade Mukositis posttherapeutisch (9 Monate
Nachsorge). Die Anzahl nicht redundanter Gene wird auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse
dargestellt.
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Pratherapeutisch war der Shannon-Index auf Gattungsebene in der HGM-Gruppe hoéher als in
der LGM-Gruppe (p = 0,008). Der Chao-1-Index wies zum Baseline-Zeitpunkt keine
signifikanten Unterschiede zwischen HGM- und LGM-Gruppe auf (p = 0,310) (Abb. 4.7.2.). In
Therapiewoche 6 und wahrend des Follow-Up (9 Monate posttherapeutisch) wiesen die Alpha-
Diversitatsindizes keine signifikanten Unterschiede zwischen der HGM- und der LGM-Gruppe
auf (Chao-1-Index p = 0,421; Shannon-Index p = 0,421). Die Beta-Diversitat zeigte zu keinem
Zeitpunkt signifikante Abweichungen zwischen HGM und LGM (Baseline p = 0,87; Follow-Up
p = 0,847), obwohl wir in Therapiewoche 6 eine hdhere Intergruppenvarianz feststellen
konnten, welche jedoch statistisch nicht signifikant war (p = 0,055). Auch beim Vergleich primar
definitive RCT vs. adjuvante RCT zum Baseline-Zeitpunkt konnten keine Unterschiede bei der
Alpha-Diversitat (Chao-1-Index p = 0,22; Shannon-Index p = 0,69) oder der Beta-Diversitat (p
= 0,84) festgestellt werden (Abb. 4.7.2.).
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Abb. 4.7.2. Boxplot der Alpha-Diversitatsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des oralen Mikrobioms von
HNSCC-Patienten 1) mit primar definitiver RCT vs. adjuvanter RCT (Baseline) 2) Low-grade vs. High-grade
Mukositis (Baseline) 3) Low-grade vs. High-grade Mukositis unter RCT (Therapiewoche 6) 4) Low-grade vs. High-
grade Mukositis posttherapeutisch (9 Monate Nachsorge) auf Gattungsebene. Die Anzahl nicht redundanter Gene
wird auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt.
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Die Bray-Curtis-basierte PCoA zeigt in Therapiewoche 6 eine starkere Clusterung von HGM-
Patienten als von LGM-Patienten. Zum Baseline-Zeitpunkt sowie wahrend des Follow-Up

wiesen alle Proben eine breite Uberlappung ohne eindeutige Subclusterung auf (Abb. 4.7.3.).
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Abb. 4.7.3. Hauptkoordinatenanalyse (PCoA) auf Basis der Bray-Curtis-Distanz der Zusammensetzung der oralen
mikrobiellen Gemeinschaft von Patienten a) mit primar definitiver RCT vs. adjuvante RCT (Baseline) b) Low-grade
vs. High-grade Mukositis (Baseline) ¢) Low-grade vs. High-grade Mukositis unter RCT (Therapiewoche 6) d) Low-
grade vs. High-grade Mukositis posttherapeutisch (9 Monate Nachsorge). Die X-Achse entspricht der ersten
Hauptkoordinatenachse, die Y-Achse der zweite Hauptkoordinatenachse. Die Eigenwerte der Hauptkoordinaten
erklaren a) 98,4% b) 98,4% c) 99,8% d) 94,7% der Gesamtvariation des Datensatzes. Jeder Punkt im Diagramm
steht flr eine Speichelprobe. Patientenproben, die zur gleichen Gruppe gehéren, sind in der gleichen Farbe
dargestellt.
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Bei Patienten, die im Verlauf eine HGM entwickelten, konnte zum prathearpeutisch in der

Metastats-Analyse eine signifikant hohere relative Abundanz von zwei Pilzenfamilien

nachgewiesen werden. Es handelte sich hierbei um Familie Melampsoraceae und Familie

Herpotrichiellaceae (Abb. 4.7.4.). Diese Ergebnisse waren in allen Speichelproben kongruent.
A Group I, Group

05 L_grade_muko_vorhar
0 H_grade_muko_vorher

I

{_Herpotrichiallaceas

__Melampsoracean

L0 Lod
10 €0d
10" +0d
L0 G0d
10 90d
107 L0d
10 B0d
10 60d
107 bid ‘

10 2kd

Abb. 4.7.4. Hierarchische Z-Score-Clustering-Heatmap. Dargestellt sind 2 Pilzfamilien mit signifikant abweichender
relativer Abundanz im oralen Mikrobiom von Patienten zum pratherapeutischen Untersuchungszeitpunkt (Baseline),
die spater eine Low-grade Mukositis vs. High-grade Mukositis entwickelten (q < 0,05). Jede Zeile entspricht einer
Pilzfamilie, jede Spalte einer Probe. Oberhalb der Heatmap sind Low-grade Mukositis-Proben blau und High-grade
Mukositis-Proben rot gekennzeichnet. Der X-Achse sind die Sample-IDs zu entnehmen. Das Dendogramm auf der
Y-Achse zeigt die hierarchische Clusterung der mikrobiellen Taxa zueinander. Der Farbbereich der Heatmap reicht
von rot fUr positive Z-Score-Werte bis blau fiir negative Z-Score-Werte, wobei blau fiir eine Abreicherung und rot
fur eine Anreicherung des jeweiligen Taxons in einer Probe steht.
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In der durchgefiihrten LEfSe-Analyse ergab sich eine signifikante Anreicherung der Gattung
Rothia, des Phylums Firmicutes inklusive der Gattung Streptococcus sowie der Ordnung
Pasteurellales inklusive der Gattung Haemophilus in der Low-grade Mukositis-Gruppe zum
pratherapeutischen Zeitpunkt. Wahrend der RCT (Therapiewoche 6) konnten keine
mikrobiellen Taxa detektiert werden, die sich signifikant zwischen HGM- und LGM-Gruppe
unterschieden. Posttherapeutisch lieRen sich signifikant mehr Bakterien der Familie
Neisseriaceae in der HGM-Gruppe nachweisen. Pratherapeutisch konnte bei Patienten ohne
Tumoroperation mit Indikation zur adjuvanten RCT vermehrt Gattung Capnocytophaga
nachgewiesen werden (Abb. 4.7.5.).
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Abb. 4.7.5. LEfSe-Analyse des oralen Mikrobioms von Patienten mit a) primar definitive RCT vs. adjuvante RCT
(Baseline) b) Low-grade vs. High-grade Mukositis-Gruppe (Baseline) ¢) Low-grade vs. High-grade Mukositis-
Gruppe posttherapeutisch (9 Monate Nachsorge). Die horizontalen Balken stellen die EffektgroRe fur jedes Taxon
dar. Der Schwellenwert des logarithmischen LDA-Scores fir diskriminierende Merkmale wurde auf 4,0 festgelegt.
Er entspricht der Lange der Balken und wird durch vertikale gepunktete Linien angezeigt. Jeder Balken entspricht
einem mikrobiellen Taxon mit statistisch signifikant unterschiedlicher relativer Haufigkeit in den untersuchten
Gruppen (p < 0,05). Der Legende ist die jeweilige Gruppe zu entnehmen, in der die detektierten Taxa angereichert
sind. Der Name der Taxonebene wird als p-Stamm (phylum); c-Klasse (class); 0-Ordnung (order); f-Familie (family),
g-Gattung (genus) und s-Spezies (species) abgekirzt.
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4.8. Charakterisierung der longitudinalen Veranderungen im oralen Mikrobiom der

gesunden Kontrollgruppe

Um sich die Veranderungen des oralen Mikrobioms in der Kontrollgruppe anzuschauen,
wurden zunachst die Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene zu drei unterschiedlichen
Zeitpunkten longitudinal miteinander verglichen (Woche 1 vs. Woche 4 vs. Woche 12). Diese
blieb zu allen Untersuchungszeitpunkten recht konstant (ANOVA: 1318968 vs. 1221845 vs.
1266695, p1 = 0,386; p2 = 0,863; p3 = 0,666) (Abb. 4.8.1.a). 92,5% der Gene waren
gemeinsame Gene und veranderten sich Uber den Zeitraum von 9 Monaten nicht (Abb.
4.8.1.b). Der prozentuale Anteil einzigartiger Gene blieb ebenfalls recht konstant (Woche 1 =
0,34 %, Woche 4 = 0,41%, Woche 12 = 0,5%).

a) b)
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Groups
Kontrollen 10

Abb. 4.8.1. a) Boxplot und b) Venn-Diagramm der Anzahl nicht redundanter mikrobieller Gene des oralen
Mikrobioms gesunder Kontrollen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Woche 1, Woche 4, Woche 12). a) Die Anzahl
nicht redundanter Gene wird auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt. b) Jeder Kreis
reprasentiert die Kontrollgruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten und ist farblich kodiert (blau = Woche 1, griin =
Woche 4, rot = Woche 12). Die Zahlen in den Kreisen entsprechen der Anzahl einzigartiger mikrobieller Gene der
jeweiligen Gruppe, den sich Uberschneidenden Anteilen ist die Anzahl gemeinsamer Gene zwischen den einzelnen
Gruppen zu entnehmen.

Wir konnten keine signifikanten Unterschiede in der Alpha-Diversitat bei gesunden Kontrollen
im Untersuchungszeitraum von 3 Monaten feststellen (Chao-1-Index Baseline vs. Woche 4: p
= 0,898, Woche 4 vs. Woche 12: p = 0,776, Baseline vs. Woche 12 p = 0,511; Shannon-Index
Baseline vs. Woche 4: p = 0,877, Woche 4 vs. Woche 12: p = 0,975, Baseline vs. Woche 12
p = 0,960) (Abb. 4.8.2.).

57



a) b)

1150

11001 451

1050

chao1
shannon

10001

950
3.51

Group Group

Abb. 4.8.2. Boxplot der Alpha-Diversitatsindizes a) Chao1-Index und b) Shannon-Index des oralen Mikrobioms
gesunder Kontrollen zu unterschiedlichen Zeitpunkten (Woche 1, Woche 4, Woche 12) auf Gattungsebene.

Die Beta-Diversitat zeigte ebenfalls keine Unterschiede in der mikrobiellen Zusammensetzung
des oralen Mikrobioms der Kontroligruppe an (Abb. 4.8.3.). Ferner konnten zu keinem
Zeitpunkt Taxa mit unterschiedlicher relativer Abundanz in der Kontrollgruppe detektiert

werden.
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Abb. 4.8.3. ANOSIM der gesunden Kontrollgruppe zu unterschiedlichen Zeitpunkten auf Stammebene (Woche 1,
Woche 12). Der Rangwert ist auf der Y-Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt. Der griine Boxplot
zeigt die Intergruppenvarianz, wahrend der rote Boxplot die Intragruppenvarianz der Kontrollkohorte in Woche 1
und der blaue Boxplot die Intragruppenvarianz der Kontrollkohorte in Woche 12 darstellt.
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Proben, die derselben gesunden Person zuzuordnen sind, gruppierten sich Uber den
Untersuchungszeitraum von 12 Wochen typischerweise zusammen, d. h. sie lagen in der
hierarchischen Clusterung naher beieinander als Proben verschiedener Probanden zu
denselben Zeitpunkten (Abb. 4.8.4.). Aktive Raucher gruppierten sich an den Randern des

Dendrogramms (Kontrollproband 6 und 7).
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Abb. 4.8.4. Hierarchische Clusterung des oralen Mikrobioms gesunder Kontrollen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
(Woche 1, Woche 4, Woche 12) unter Verwendung der Bray-Curtis-Dissimilaritdt auf Stammebene. Das
Dendrogramm (links) zeigt die Clusterung der Speichelproben. Dem Balkendiagramm sind die relativen
Abundanzen der zehn haufigsten mikrobiellen Phyla zu entnehmen, ein Balken steht hierbei fir eine Probe. Die 10
haufigsten mikrobiellen Phyla sind nach Farben kodiert und der Legende zu entnehmen, die restlichen Phyla

wurden als "Others" zusammengefasst. Kontrollen in Woche 1 sind rot, in Woche 4 blau und in Woche 12 griin
markiert.

Um die Unterschiede im oralen Mikrobiom von gesunden Probanden anhand ihrer
Raucheranamnese genauer zu untersuchen, wurde die Kontrollkohorte in 2 Subgruppen
unterteilt, aktive Raucher (n = 3) vs. Nie-Raucher (n = 4). Die Proben in Woche 1 wurden fur
diesen Vergleich verwendet. Unsere Analyse ergab, dass Phylum Proteobakterien,
einschliellich Ordnung Neisseriales und Gattung Neisseria, sowie Ordnung Pasteurellales,
einschlieRlich Gattung Haemophilus bei Nichtrauchern angereichert war, wahrend Familie
Actinomycetaceae bei aktiven Rauchern angereichert war (Abb. 4.8.5.b). Darliber hinaus
konnten wir festgestellen, dass die Spezies Oscillibacter valericigenes bei aktiven Rauchern

ebenfalls signifikant angereichert war (Abb. 4.8.5.a).
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Abb. 4.8.5. a) Boxplot der bakteriellen Spezies Oscillibacter valericigenes mit signifikant abweichender relativer
Abundanz zwischen gesunden Rauchern und Nichtrauchern. Die relative Haufigkeit des Taxons wird auf der Y-
Achse, die Gruppennamen auf der X-Achse dargestellt. b) LEfSe-Analyse des oralen Mikrobioms gesunder
Raucher und Nichtraucher. Die horizontalen Balken stellen die Effektgréfe fiir jedes Taxon dar. Der Schwellenwert
des logarithmischen LDA-Scores fiir diskriminierende Merkmale wurde auf 4,0 festgelegt. Er entspricht der Lange
der Balken und wird durch vertikale gepunktete Linien angezeigt. Nichtraucher sind rot, Raucher grin
gekennzeichnet. Jeder Balken entspricht einem mikrobiellen Taxon mit statistisch signifikanter Veranderung (p <
0,05) in der relativen Haufigkeit zwischen den untersuchten Gruppen. Der Name der Taxonebene wird als p-Stamm
(phylum); c-Klasse (class); 0-Ordnung (order); f-Familie (family), g-Gattung (genus) und s-Spezies (species)
abgekdrzt.
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5. Diskussion

In unserer prospektiven Langsschnittstudie stellten wir zu jedem Untersuchungszeitpunkt eine
reduzierte Alpha-Diversitat des oralen Mikrobioms der HNSCC-Patienten verglichen mit
gesunden Kontrollen fest. Dartber hinaus konnten wir zeigen, dass die RCT Veranderungen
im oralen Mikrobiom herbeifiihrt, was mit den Ergebnissen friherer Studien Ubereinstimmt
[61],[133]. Die von uns unter RCT beobachteten Veranderungen im oralen mikrobiellen Profil
waren nach Beendigung der Therapie weitgehend reversibel. Bereits pratherapeutisch fanden
wir einige Taxa mit unterschiedlicher relativer Abundanz zwischen Patienten und Kontrollen.
Unsere Ergebnisse kdnnen somit hinweisend daflir sein, dass sowohl HNSCC selbst als auch

die tumorspezifische Therapie mit dem oralen Mikrobiom interagieren.

5.1. Einordnung der Methodik in der Mikrobiomanalytik

Der Einfluss der RCT auf das orale Mikrobiom von Patienten mit HNSCC wurde bereits mittels
kulturabhangiger und kulturunabhangiger Verfahren untersucht [61]. Mittels kulturabhangiger
Methoden konnten Almstahl et. al beispielsweise eine Assoziation von Candida albicans mit
strahleninduzierter Hyposalivation nachweisen sowie die Anwesenheit von Lactobacillus spp.
bei > 90% der Patienten nach Radiotherapie feststellen [2]. Kulturabhangige Methoden
eigenen sich jedoch nur bedingt zur Analyse des oralen Mikrobioms, da die hohe Diversitat
der Proben und insbesondere die in geringer Konzentration vorkommenden Spezies nur sehr
eingeschrankt erfasst werden kdnnen. Neben der Tatsache, dass viele Mikrobiota bis heute
noch nicht kultivierbar sind, besteht ein enormer labortechnischer Aufwand, insbesondere bei
grofRen Probensatzen [120].

Kulturunabhangige Verfahren stellen heutzutage den Standard in der Mikrobiomanalytik dar
[35]. Ergebnisse konnen jedoch aufgrund unterschiedlicher Sequenzierungstechniken,
differierender methodischer Ansatze, Studienpopulationen und/oder Studiendesigns variieren.
Dies und viele andere Faktoren fihren dazu, dass Ergebnisse nicht immer durch andere
Studien bestatigt werden kénnen. Zwei Studien, in denen das orale Mikrobiom mithilfe von
16S-rRNA-Gensequenzierung untersucht wurde, konnten beide ebenfalls eine signifikante
Reduktion der oralen mikrobiellen Diversitat unter Therapie nachweisen. Die eingeschlossene
Studienpopulation und/oder die Therapiemodalitdten unterschieden sich jedoch von unserer
Studie. Zum einen handelte es sich um Patienten mit Nasopharynxkarzinom mit Indikation zur
Strahlentherapie mit oder ohne Chemotherapie [61], zum anderen um Patienten mit multiplem
Myelom, welche mittels Hochdosis-Melphalan und anschliellender autologer
Stammzelltransplantation behandelt wurden [133]. Die 16S-rRNA-Gensequenzierung stellt
gegenwartig aufgrund ihrer Kosteneffizienz, der Verfiigbarkeit ahnlicher Studien zu
Vergleichszwecken sowie einem vergleichsweise geringerem  bioinformatischen
Analyseaufwand die am haufigsten angewendete Methode zur Analyse des menschlichen
Mikrobioms dar [38]. Zu den Nachteilen der 16S-rRNA-basierten Methoden, welche die
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Interpretation der Ergebnisse einschranken kénnen, gehdren unteranderem die Verwendung
uneinheitlicher ,universeller Primer bei der PCR-Amplifikation. Dies kann zu Verzerrungen bei
der Bewertung von Taxon-Haufigkeiten fiihren inklusive Uberreprasentation von Bakterien [38].
AulBerdem ist die taxonomische Aufldsung nur bis zur Gattungsebene mdglich. Die
Sequenzierung unterschiedlicher variabler Regionen ja nach bakteriellem Taxon kann
zusatzlich die Variabilitat der Ergebnisse erhohen [88].

In unserer Studie verwendeten wir die metagenomische Shotgun-Sequenzierung. Mit dieser
Methode wird die gesamte DNS einer Probe sequenziert und die gesamt genetische
Information einer Probe analysiert, einschlieRlich Viren, Pilzen und Parasiten, da keine gezielte
PCR-Amplifikation mit Restriktion auf ein Ziel-Gen erforderlich ist. Sie ermdglicht eine
zuverlassigere Bewertung der taxonomischen Zusammensetzung einer Probe bis auf
Speziesebene sowie die Charakterisierung des funktionellen Profils, was zu einem tieferen
Verstandnis des Mikrobioms beitragt [31]. Funktionelle Analysen ermdglichen beispielsweise
den Nachweis von ARG. Nachteile dieser Sequenzierungsmethode sind die hdheren Kosten
und die wesentlich komplexere bioinformatische Datenaufbereitung. Die metagenomische
Shotgun-Sequenzierung wurde unseres Wissens nach bisher noch nicht in einer oralen

Mikrobiomstudie von Patienten mit HNSCC mit unserer Fragestellung eingesetzt.

5.2. Stabilitat und Zusammensetzung des gesunden oralen Mikrobioms

Mittlerweile liegen groRe Datensatze vor, die Aufschluss Uber die Zusammensetzung des
oralen Mikrobioms gesunder Probanden in Bezug auf die relativen Haufigkeiten der
wichtigsten die Mundhohle besiedelnden mikrobiellen Gattungen geben. Hierzu gehéren unter
anderem Actinomyces spp., Cornyebacterium spp., Fusobacterium spp., Leptotrichia spp.,
Neisseria spp., Prevotella spp., Streptococcus spp., Veillonella spp. und nicht klassifizierte
Gattungen [94]. Darlber hinaus umfasst das gesunde orale Kernmikrobiom 78 Gattungen und
34 Taxa héherer Ordnung [129] und scheint interessanterweise in der Mundhdhle gréRer zu
sein als in anderen Korperregionen. In unserer Studie konnten wir ebenfalls in der
Kontrollgruppe lber 3 Monate vor allem Kommensalen der Mundhohle feststellen, die als
Bestandteil eines gesunden oralen Mikrobioms gelten [94]. Unter anderem waren
Streptococcus spp. wie S. salivarius, S. timonensis und S. australis sowie verschiedene
Actinomyces spp. in der gesunden Kontrollgruppe angereichert. Diese Ergebnisse stimmen
mit anderen Studien Uberein, in denen die Gesamtzahl der Streptokokken einschlieflich S.
sanguis, S. oralis und S. salivarius mit einem gesunden oralen Mikrobiom in Verbindung
gebracht wurden [2], ebenso wie Gattung Actinomyces [94]. Der Kernmikrobiom-Anteil nicht-
redundanter mikrobieller Gene war unseren Ergebnissen zufolge in der Kontrollgruppe 4,8%
hoher als in der Patientenkohorte. Dartiber hinaus konnten wir zeigen, dass das orale
Mikrobiom der Kontrollkohorte Uber einen Zeitraum von drei Monaten stabil blieb, wie zuvor

bereits in anderen Studien beschrieben. Costello et al. konnten mithilfe der 16S-rRNA-
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Gensequenzierung zeigen, dass das mikrobielle Profil verschiedener menschlicher Habitate,
darunter auch die Mundhohle, ohne auflere Einflisse Uber einen Zeitraum von 3 Monaten
wenigen Schwankungen unterworfen war und eine Reihe charakteristischer Taxa beherbergte
[27].

5.3. Einfluss von Tabakkonsum auf das orale Mikrobiom

Rauchen kann sich sowohl direkt als auch indirekt auf das OM auswirken und eine orale
Dysbiose verursachen sowie die mikrobielle Diversitat und das funktionelle Potenzial der
mikrobiellen Taxa beeintrachtigen [45]. Einige potentielle Mechanismen, die diese
Veranderungen hervorrufen, sind Sauerstoffmangel, Imnmunsuppression, Biofilmbildung sowie
der direkte Kontakt mit in Tabak und Zigaretten enthaltenen Mikrobiota [50]. In der
Kontrollgruppe konnten bei Nichtrauchern Proteobakterien einschlie8lich Ordnung
Neisseriales und Gattung Neisseria sowie Ordnung Pasteurellales inklusive Gattung
Haemophilus vermehrt nachgewiesen werden. Dies Ergebnisse passen zu friiheren Studien,
bei denen bei Rauchern ein signifikanter Mangel an Proteobakterien wie Neisseria spp.,
Haemophilus spp. und Lautropia spp. nachgewiesen wurde [118]. Darliber hinaus stellten wir
fest, dass Familie Actinomycetaceae inklusive Spezies Oscillibacter valericigenes bei
Rauchern signifikant angereichert war. Gregory et al. untersuchten die Zusammensetzung des
Lungen-Viroms in Abhangigkeit vom Raucherstatus und fanden Unterschiede in der Haufigkeit
bestimmter Phagengruppen im Raucher- und Nichtraucher-Virom. Unter anderem waren
Prevotella-, Actinomyces- und Capnocytophaga-Phagen im Raucher-Virom angereichert,
wahrend Lactobacillus- und Gardnerella-Phagen haufiger im Nichtraucher-Virom vorkamen
[41]. Ein Fall von Bakteriamie verursacht durch Oscillibacter valericigenes, wurde 2020 bei
einem 55-jahrigen Patienten beschrieben, der wegen Osteomyelitis und Beinamputation ins
Krankenhaus eingeliefert wurde [18]. Daten, die diese Spezies mit dem oralen Mikrobiom in
Verbindung bringen liegen bislang noch nicht vor, was einmal mehr die Wichtigkeit weiterer

Untersuchungen unterstreicht.

5.4. Veranderungen des oralen Mikrobioms von Patienten unter

Radiochemotherapie

Im nachsten Schritt schauten wir uns die Veranderungen des oralen Mikrobioms von Patienten
unter RCT an. Wir konnten bei HNSCC-Patienten unter RCT eine Abnahme der relativen
Abundanz vieler oraler Mikrobiota auf unterschiedlichen taxonomischen Ebenen feststellen.
Wir konnten zeigen, dass die Diversitat und Komplexitat des oralen Mikrobioms unter RCT
abnahm und dass sich das orale Mikrobioms der Patienten wahrend der Bestrahlung in seiner
Komposition signifikant von dem gesunder Kontrollen unterschied. Unsere Ergebnisse
belegen, dass die RCT einen erheblichen Einfluss auf das orale Mikrobiom hat, wie bereits in
frGheren Studien beschrieben [61],[133]. In Woche 3 der Bestrahlung litten 50% der Patienten
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an einer LGM, 30% der Patienten hatten bereits eine HGM entwickelt, wahrend in Woche 6
der Bestrahlung 50% eine HGM und 40% eine LGM entwickelt hatten. Nur ein Patient
entwickelte wahrend des gesamten Behandlungszeitraums keine orale Mukositis.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass es in Therapiewoche 3 im Vergleich zur Baseline noch
gréRere Uberschneidungen im mikrobiellen Profil der Patientenproben vorhanden waren,
wahrend sich das OM mit steigender kumulativer Strahlendosis und Voranschreiten der oralen
Mukositis in Therapiewoche 6 zunehmend veranderte und von dem Profil pratherapeutischer
Proben unterschied und umgekehrt. In Therapiewoche 6 konnten wir im Vergleich zum
Studienbeginn einen signifikant abnehmenden Artenreichtum nachweisen, wahrend sich die
Artenverteilung nicht signifikant unterschied.

Neben der Feststellung, dass viele Taxa in der Patientengruppe unter RCT im Vergleich zu
gesunden Kontrollen abgereichert waren, fanden wir zwei Spezies, die in Therapiewoche 6
eine signifikant hohere relative Haufigkeit aufwiesen, namlich Staphylococcus aureus und
Escherichia coli. Bei S. aureus und E. coli handelt es sich um fakultative Anaerobier. Sie
wurden in friiheren Studien bereits aus dem Speichel HNSCC-Patienten isoliert, die sich einer
RCT unterzogen [110]. Es wurde gezeigt, dass die Pravalenz von S. aureus in der ulzerativen
Phase von RIOM erhoht ist und dass Staphylococcus spp. mit dem Vorhandensein einer
ulzerativen oralen Mukositis assoziiert sind [61]. Bei S. aureus handelt es sich um ein gram-
positives, opportunistisches Bakterium, welches mit oralen Superinfektionen und Episoden
von Bakteriamie bei Patienten mit oraler Mukositis in Verbindung gebracht wird, welches
jedoch auch eine Vielzahl anderer Infektionen wie z.B. Endokarditiden oder Pneumonien
ausldsen kann [80].

Bakteriamie ausgeldst durch eine orale Mukositis ist wie bereits erwahnt einerseits mit aeroben
gram-positiven Kokken (Koagulase-negative Staphylokokken, Viridansstreptokokken,
Streptococcus spp. oder S. aureus) vergesellschaftet, andererseits aber auch mit aeroben
gramnegativen Bazillen (E. coli, Klebsiella pneumoniae und Pseudomonas aeruginosa) [119].
Sonalika et al. fanden heraus, dass E.coli neben anderen Spezies, zur Exazerbation einer
oralen Mukositis beitragt [100].

Weitere potenziell humanpathogene Spezies, welche wir vermehrt bei Patienten unter RCT
feststellen konnten, waren unter anderem Streptococcus pneumoniae und humanes
endogenes Retrovirus W. Unsere Ergebnisse deuten somit darauf hin, dass bei Patienten die
sich einer RCT unterziehen, eine Verschiebung des mikrobiellen Profils zu potenziell
virulenteren Taxa im Sinne einer Dysbiose entsteht. Ein tieferes Verstandnis der Rolle des OM
in der Pathogenese der oralen Mukositis ist von Bedeutung um Praventions- sowie
Behandlungsstrategien fur lokale und/oder systemische sowie mdglicherweise
lebensbedrohliche Infektionen zu entwickeln. Es wird allgemein angenommen, dass ein

stabiles und vielfaltiges orales Mikrobiom flr verschiedene physiologische Prozesse wie z.B.
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die Immunfunktion der Schleimhaute von wesentlicher Bedeutung ist, da die normale
mikrobielle Flora der Mundhéhle und des Oropharynx die Besiedlung mit exogenen
Krankheitserregern und eine Uberwucherung von pathogenen Mikroben verhindert [10]. Eine
Storung dieses Gleichgewichts kann zu einer Dysregulation des Immunsystems fiihren und
das Risiko fiir die Entwicklung verschiedener Erkrankungen erhdhen sowie dazu fihren, dass

sich pathogene Bakterien unkontrolliert ausbreiten.

5.5. Orales Mikrobiom und HNSCC

Neben den Veranderungen des oralen Mikrobioms durch die RCT konnten wir bereits vor
Therapiebeginn signifikante Unterschiede im OM zwischen Patienten und Kontrollen
feststellen. Dies kann hinweisend sein auf eine Interaktion zwischen OM und HNSCC. Es
muss jedoch berlcksichtigt werden, dass in unserer Studie eine gewisse Heterogenitat
zwischen Patienten und Kontrollen hinsichtlich der Baseline-Charakteristika einschlief3lich
Geschlecht und Alter bestand, welche ebenfalls zu den Unterschieden im mikrobiellen Profil
beigetragen haben kénnten.

Alle Taxa, die in der Kontrollgruppe zu Beginn der Studie angereichert waren, lie3en sich auch
vermehrt bei gesunden Kontrollen im Vergleich zu Patienten unter RCT nachweisen. Dies
unterstreicht die Reproduzierbarkeit unserer Ergebnisse. Ferner konnte die longitudinale
Analyse der Proben dazu beigetragen haben, Confounder zu reduzieren.

Wahrend des Follow-Up konnten klinisch keine Mukositiszeichen mehr nachgewiesen werden.
Ferner konnten die wahrend der RCT beobachteten Unterschiede im OM zwischen Patienten
und Kontrollen nicht mehr in der Ausgepragtheit festgestellt werden. Daraus lasst sich
Schlussfolgern, dass die durch die RCT verursachten Veranderungen in der mikrobiellen
Zusammensetzung grdéftenteils reversibel sind.

Ein Taxon, Familie Leuconostocaceae aus der Ordnung Lactobacillales, wies in der
Patientenkohorte pratherapeutisch eine signifikant héhere relative Haufigkeit auf. Dieses
Taxon konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht mit dem oralen Mikrobiom von HNSCC-
Patienten assoziiert werden. Es kénnte jedoch von Bedeutung sein, seine Rolle in der
Pathogenese von HNSCC weiter zu untersuchen. Sonalika et al. konnten beispielsweise
zeigen, dass Patienten mit OSCC (,oral squamous cell carcinoma“ - OSCC) eine signifikant
hoéhere Anzahl an oralen Aerobiern, Anaerobiern, Coliformen und gramnegativen anaeroben
Bakterien aufwiesen als gesunde Personen [100].

Interessanterweise konnten wir einen moéglichen Zusammenhang zwischen der Gattung
Capnocytophaga und Patienten feststellen, die sich einer primar definitiven RCT unterzogen
im Vergleich zu Patienten, die eine adjuvante RCT erhielten. Capnocytophaga spp. war bei
Patienten zum Baseline-Zeitpunkt Uberreprasentiert, die sich keiner Tumoroperation
unterzogen hatten, was unterstreicht, dass das Tumorgewebe selbst die Zusammensetzung

des oralen Mikrobioms beeinflussen kann. Gattung Capnocytophaga wurde bereits in der
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Vergangenheit mit Plattenepithelkarzinomen der Mundhohle in Verbindung gebracht. Mager
et al. konnten zeigen, dass die 3 Spezies, Capnocytophaga gingivalis, Prevotella
melaninogenica und Streptococcus mitis, signifikant bei OSCC-Patienten angereichert waren
im Vergleich zu gesunden Kontrollen. Sie konnten sogar mit einer relativ hohen Sensitivitat
sowie Spezifitat (beides > 80%) als diagnostische Marker fliir OSCC eingesetzt werden [71].
Zhu et al. konnten nachweisen, dass die Spezies Capnocytophaga gingivalis aufserdem in
OSCC-Gewebe eindringen und eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielen kénnte,
indem es die Tumorinvasion und -metastasierung durch Induktion der sogenannten epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) férdert, welche die Umwandlung von Epithelzellen in
mesenchymale Zellen bezeichnet und eine Schlusselrolle bei der Entstehung von Metastasen
hat [132]. Ob Veranderungen im oralen Mikrobiom Ursache oder Folge von HNSCC sind, ist

Gegenstand aktueller Forschung. Um diese Frage zu klaren, sind weitere Studien notwendig.

5.6. Zusammenhang zwischen oralem Mikrobiom und der Inzidenz der

hohergradigen Mukositis

Nicht alle unsere HNSCC-Patienten entwickelten wahrend der RCT eine HGM. Dies warf die
Frage auf, ob Unterschiede im OM von Patienten mit LGM vs. HGM vorliegen. In der
ulzerativen Phase der RIOM sind Mikroorganismen, die in einem Biofilm wachsen wesentlich
resistenter gegen antimikrobielle Agenzien als freilebende Mikroorganismen [133]. Sobald sich
im Rahmen der RIOM eine Pseudomembran in der Mundhohle bildet, konnen
Mundspulldsungen die im Biofilm lebenden Mikrobiota nur zu einem geringen Grad entfernen.
Dies fuhrt zu Herausforderungen bei der Behandlung einer schweren oralen Mukositis und
kann eine Erklarung dafir sein, wieso die Anwendung topischer, antimikrobieller Substanzen
das Auftreten einer schweren Mukositis in friiheren Studien nicht sicher verhindern konnten
[133]. In unserer Studie wies die Patientengruppe, die spater eine HGM entwickelte, zum
Baseline-Zeitpunkt eine groRere mikrobielle Artenvielfalt auf als die LGM-Subgruppe, was sich
anhand des signifikant héheren Shannon-Index aufierte. AulRerdem konnten zwei mikrobielle
Taxa identifiziert werden, die in der HGM-Subgruppe zum Baseline-Zeitpunkt eine signifikant
hohere relative Abundanz hatten. Es handelte sich hierbei um zwei Pilzfamilien,
Melampsoraceae und Herpotrichiellaceae. Melampsoraceae sind eher mit der Umwelt als mit
dem menschlichen Mikrobiom assoziiert [78]. Auch Herpotrichiellacea wurden in friiheren
Studien noch nicht mit RIOM oder HNSCC in Verbindung gebracht. Es sind jedoch
opportunistische, humanpathogene Arten aus der Familie der Herpotrichiellacea in der
Literatur beschrieben [28]. In der LGM-Gruppe waren zum Baseline-Zeitpunkt unter anderem
Rothia spp., Streptococcus spp. and Haemophilus spp. angereichert. Es kdnnte von grolem

prognostischem und therapeutischem Interesse sein, mikrobielle Taxa zu identifizieren, die als
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potentielle Biomarker zur Risiko-Stratifizierung von Patienten dienen, bei denen ein erhdhtes
Risiko fur die Entwicklung einer HGM im Rahmen einer RCT besteht.

Wahrend der RCT wies die HGM-Gruppe eine Tendenz zu groBeren Uberschneidungen in der
mikrobiellen Zusammensetzung auf, als die LGM-Gruppe, auch wenn dies nicht statistisch
signifikant war. Es wurden auf3erdem keine mikrobiellen Taxa gefunden, die sich wahrend der
RCT zwischen LGM- und HGM-Gruppe unterschieden. Die detektierten Unterschiede im
mikrobiellen Profil von LGM vs. HGM-Gruppe zum Baseline-Zeitpunkt konnten unter RCT nicht
mehr nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu friheren Daten. Zhu et al. zeigten beispielsweise,
dass Patienten in der LGM-Gruppe vom Auftreten eines sichtbaren Erythems bis zum Beginn
einer schweren Mukositis (RTOG 3) eine signifikant hohere Alpha-Diversitat aufwiesen und
dass Patienten, die schlielRlich ein schwere RIOM entwickelten bereits vorher einen deutlich
hdheren Anteil an Actinobacillus spp. beherbergten. Sie postulierten, dass Actinobacillus spp.
das mikrobielle Gleichgewicht des Oropharynx beeinflusst und somit einen pradisponierenden
Faktor fur die Entwicklung einer schweren Mukositis darstellen kénnte. Wir konnten diese
Ergebnisse nicht reproduzieren. Aullerdem fanden wir, anders als zuvor von Almstahl et al
beschrieben [2], keinen Zusammenhang zwischen Candida spp. und der Entstehung der
RIOM. Dies kénnte jedoch auf unterschiedliche Behandlungsmodalitaten, Tumorlokalisationen

und Sequenzierungsmethoden zuriickzufihren sein.

5.7. Einfluss der antibiotischen Therapie auf das orale Mikrobiom

Interessanterweise zeigten unsere Daten keinen signifikanten Einfluss einer
Antibiotikabehandlung auf die durch die RCT ausgeldsten mikrobiellen Veranderungen im OM
der HNSCC-Patienten. In anderen Studien konnte gezeigt werden, dass eine
Antibiotikatherapie das orale Mikrobiom nur geringfiigig und voribergehend beeinflusst,
anders als es beim Darmmikrobiom der Fall ist. Zaura et al. kamen zu dem Schluss, dass es
bei gesunden Probanden, die eine antibiotische Monotherapie erhielten, zu erheblichen
mikrobiellen Verschiebungen und vermehrter Expression von ARG im Darmmikrobiom kam,
wahrend die Zusammensetzung des Speichelmikrobioms unerwartet stabil blieb [131]. Das
Verstandnis der Resilienz des Speichelmikrobioms gegeniber einer Antibiotikatherapie
kénnte sich als nitzlich erweisen, um in Zukunft Lésungen zur Vorbeugung mikrobieller
Dysbiosen zu finden. Es sollte jedoch beriicksichtigt werden, dass eine antibiotische Therapie
nicht alle mikrobiellen Gene beeinflusst, Pilz- und Virus-Gene sind hiervon beispielsweise

ausgeschlossen.
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5.8. Antibiotikaresistenzgene unter Radiochemotherapie

In unserer funktionellen Analyse konnten wir als ARG mit den héchsten relativen Anteilen in
der Patientengruppe wahrend RCT CTX-M-6, gadX und cat identifizieren. CTX-M-6 gehort zur
strukturellen Familie der Extended-Spectrum-Betalaktamasen (ESBL). Uber Betalaktamasen
vom Typ CTX-M wurde erstmals in den 1980er Jahren berichtet. Seitdem hat ihre Verbreitung
unter Bakterien rapide zugenommen [14]. Sie werden von Ubertragbaren Plasmiden kodiert
und kommen in verschiedenen Enterobakterien vor. CTX-M-6 ist vor allem mit Salmonella
typhimurium assoziiert [39]. GadX ist ein Regulator der AraC-Familie, der eine wichtige Rolle
bei der Entstehung multiresistenter Erreger spielt [76]. Die Produktion des Chloramphenicol-
Acetyltransferase (cat)-Gens bildet den Hauptmechanismus der Resistenzbildung gegen
Chloramphenicol [91]. Insgesamt konnten wir feststellen, dass das Profil der ARG in der
Kontrollgruppe vielfaltiger war als in der Patientenkohorte in Therapiewoche 3, was auf die
Auswirkungen der RCT zurlckzufihren sein konnte. Die funktionelle Analyse von
Mikrobiomen ermdglicht nicht nur den Nachweis von ARG, sondern auch die Untersuchung
von Genfamilien und Stoffwechselwegen [11]. Dieser Punkt kdnnte in zuklnftigen Studien

berlcksichtigt werden.

5.9. Limitationen der Studie

Positiv  hervorzuheben ist, dass unsere Patientenkohorte in Bezug auf die
Behandlungsmodalitaten, die Strahlendosis sowie die Tumorentitdt und die Baseline-
Charakteristika sehr homogen war. Das longitudinale Studiendesign sowie der Vergleich der
Patientenkohorte mit einer Kontrollgruppe kénnte dazu beigetragen haben, Fehlerquellen zu
reduzieren. Ferner konnte gezeigt werden, dass Speichelproben flir Mikrobiom-Studien an
HNSCC-Patienten reprasentativ sind [79]. Zwei Limitationen unserer Studie sind die
StichprobengroRe sowie die Heterogenitat zwischen Patientenkohorte und Kontrollgruppe in
Bezug auf die Baseline-Charakteristika. Zusatzliche Parameter wie Mundhygiene und HPV-
Status, die ebenfalls zu Veranderungen in der mikrobiellen Zusammensetzung des oralen
Mikrobioms beitragen kénnen, wurden zwar dokumentiert und tGberwacht, jedoch nicht mit dem
oralen Mikrobioms korreliert. Dies sollte in kiinftigen Studien berticksichtigt werden. Da einige
unserer Patienten vor allem am Ende der RCT und wahrend des Follow-Up an Hyposalivation

litten, kdnnte dies ebenfalls unsere Ergebnisse beeinflusst haben.

Zusammenfassend haben wir die Dynamik des oralen Mikrobioms von HNSCC-Patienten und
gesunden Kontrollen vor, wahrend und 9 Monate nach RCT untersucht und gezeigt, dass sich
das OM von Patienten und Kontrollen bereits vor Beginn der RCT unterscheidet. Wir konnten
zeigen, dass die RCT signifikante Veranderungen im oralen Mikrobiom hervorruft und diese
auch mit dem Schweregrad der RIOM korrelieren. Die Veranderungen im oralen Mikrobiom

waren im Follow-Up 9 Monate nach RCT reversibel. Interessanterweise wiesen Patienten, die
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im Verlauf eine HGM entwickelten, zum pratherapeutischen Zeitpunkt bereits mikrobielle Taxa
auf, die sich signifikant von der LGM-Gruppe unterschieden. Wahrend der RCT fanden wir
keine Taxa mit unterschiedlicher relativer Abundanz zwischen LGM- und HGM-Gruppe.
Darlber hinaus war Capnocytophaga spp. mit Patienten assoziiert, die mit einer primar
definitiven RCT behandelt wurden. Unsere Studie kann somit als Pilotstudie flr weitere
Untersuchungen an gréeren Kohorten dienen, um ein tieferes Verstandnis der Auswirkungen
des oralen Mikrobioms auf Gesundheit und Krankheit zu erlangen und potenzielle Biomarker
fur das Screening von Patienten zu identifizieren, die ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung
einer HGM haben.
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