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Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit ist biologische Konzepte in die Datenauswertung von Mikrobiomstu-
dien zu integrieren.

Mikrobiomanalysen vergleichen relative Haufigkeiten der Organismen aus Mikrobengemein-
schaften verschiedener Proben — z.B. Proben aus Wurzelbereichen unterschiedlich behan-
delter Pflanzen. Diese Haufigkeitsdaten sind hochdimensional und diinnbesetzt. Der Stich-
probenumfang an Pflanzen ist meist gering. Aus den Daten werden oft abstrakte Abstdnde
zwischen Pflanzen berechnet und mit Permutationstests auf Unterschiede gepriift.

Abstiande lassen sich auch fiir Aquivalenztests nutzen, die sonst durch die Hochdimensiona-
litit zu geringe Giite hitten. Anstatt den Anspruch zu erheben fiir jede Variable Aquivalenz
nachzuweisen, wird diese nur fiir das Abstandsmaf} gezeigt. Durch 6kologisch-sinnhafte Ab-
stdnde lassen sich geeignete Testverfahren konstruieren. Das grofite Problem stellt die zu-
verlassige Varianzschatzung einer ggf. komplizierten Abstandsvariable bei kleinen Stichpro-
bengroflen dar. Zur Varianzschédtzung wurde in dieser Arbeit ein 2-Stichproben-Jackknife-
Verfahren identifiziert und in seiner Anwendbarkeit auf unbalancierte Designs erweitert.

Das Verwenden von Verwandtschaftsbeziehungen (also Phylogenetik) zwischen Mikroben in
Haufigkeitsauswertungen ist ein junges Forschungsgebiet. Zusammenhange zwischen Ge-
nomsequenz, Phylogenetik und Messverfahren, wurden hier zusammengetragen. In dieser
Arbeit wurden zwei Verfahren an phylogenetische Zusatzinformation angepasst. 1. Hierar-
chische Tests bilden baumférmig organisierte Variablen-Cluster, die geschickt getestet wer-
den. Hier wird ein Baum, der die Verwandtschaften widerspiegelt, vorgegeben. Somit fithren
alle Ergebnisse der Prozedur zu biologisch sinnvollen Gruppen von Mikroben. Zu diesen Er-
gebnissen wurde hier auch eine iibersichtliche Darstellungsmethode entwickelt. 2. Sequenti-
elles Testen mit datenabhéngig geordneten Hypothesen nach Kropf zeigt hohe Giite — verliert
diese jedoch mit zunehmender Varianzungleichheit zwischen Variablen. Hier wird Phyloge-
netik verwendet, um Variablengruppen zu bilden, deren Varianzen dhnlicher sein sollten und
somit die Testbedingungen verbessert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Aquivalenztests in Mikrobiomanalysen sinnvoll
moglich sind und auch multiple Testverfahren phylogenetische Zusatzinformation ausnut-
zen konnen. Das betrifft insbesondere die Interpretier- und Darstellbarkeit der Ergebnisse
dieser Analysen. Grenzen und Mdglichkeiten durch neue Messmethoden wurden betrach-
tet.



Abstract

The purpose of this dissertation is to integrate biological concepts into data analyses of mi-
crobiome studies.

Analyses of the microbiome compare relative abundances of organisms from microbial com-
munities of biological samples — e.g. samples from the root region of plants that were treated
under different conditions. These data are sparse and high-dimensional. Usually, the sample
size of plants is small. Often, the data is transformed into abstract distances between the
plants and tested for difference by permutation testing.

Distances can also be used for tests of equivalence that would otherwise suffer from high-
dimensionality and show little power. Equivalence is only investigated in terms of the di-
stance measure instead of proving equivalence for each variable. Testing procedures can be
constructed upon ecologically meaningful distance measures. The biggest problem is the re-
liable estimation of variance, since the distance measure can be complicated and the sample
size small. In this dissertation, a 2-sample Jackknife procedure was identified for estimating
the variance and its applicability was expanded to unbalanced designs.

Utilizing phylogenetical relationships between microbes in analyses of abundances is a rela-
tively new research topic. This dissertation includes literature research for relations between
genome sequences, phylogenetics, and measuring procedures. Also, two statistical procedu-
res were modified to incorporate phylogenetical information: 1. Hierarchical tests arrange
clustered variables in a tree and test those aptly. Here, that tree is constructed to mirror the
phylogenetical relationships. Thereby, all results are calculated for biologically meaningful
groups of microbes. Also, to visualize those results clearly a procedure was developed, here.
2. Sequential testing based on variance ordering is a powerful measure that looses the more
power the more the variances of variables deviate from one another. Here, phylogenetics is
used to define clusters of variables. Because the variances inside each cluster are likely to be
more similar to each other, those clusters provide better conditions for this testing procedu-
re.

In this dissertation, it was shown that test of equivalence can be applied appropriately in mi-
crobiome analyses and that procedures for multiple testing can be improved by utilizing phy-
logenetical information. The latter is especially true for the visualization and interpretability
of the results of analyses. Potentials and limits of methods for Next Generation Sequencing
based studies were considered.

VI



1. Einfiihrende Bemerkungen

Mikrobiomanalysen sind 6kologische Untersuchungen, bei denen die Zusammensetzung von
Gemeinschaften einzelliger Lebewesen an bestimmten Orten (z.B. Bodenproben in der Land-
wirtschaft, Darm von Sdugetieren in der Medizin) gemessen werden. Sie haben zu wichtigen
Erkenntnissen in Bereichen okologischer, medizinischer und agrarwissenschaftlicher For-
schung gefiihrt und die Moglichkeiten von Biotechnologie und Forensik erweitert (Bolyen
et al|(2019)). Durch Next Generation Sequencing Messverfahren konnen inzwischen ver-
gleichsweise sehr giinstig und innerhalb kurzer Zeit die Identitaten (in Form von Genomab-
schnitten) von allen Bakterien, Archaeen, mikrobiellen Pilzen oder anderen Mikroorganis-
men einer Probe und die relativen Haufigkeiten, mit denen sie in ihr vertreten sind, geschéatzt
werden.

Statistische Verfahren wurden in der vorliegenden Arbeit besonders im Hinblick auf Versu-
che aus dem Bereich der Ziichtungsforschung von Nutzpflanzen entwickelt und untersucht.
Fir diesen Anwendungsbereich lassen sich die Mikrobengemeinschaften der Wurzelregion
einer Pflanze bestimmen und mit der von weiteren Pflanzen vergleichen. Die Zusammen-
setzung der Mikrobengemeinschaft wird also als multivariater Zufallsvektor einer Pflanze
betrachtet. Sie hangt von der Pflanze, dem Bodentyp, dem Standort und weiteren Umwelt-
taktoren ab.

Die Arbeit stellt Verfahren zur Mikrobiomanalyse unter Beriicksichtigung biologischer Da-
tenstrukturen vor. Sie basiert auf der Mitarbeit in zwei geférderten Forschungsprojekten des
Instituts fiir Biometrie und Medizinische Informatik und Weiterentwicklungen in den Folge-
jahren.

Im ersten Teil der Arbeit werden zunéchst biologische Grundlagen dargestellt und dabei ei-
nige Herausforderungen aufgezeigt, welche die Moglichkeiten der statistischen Analysen
limitieren. Weiterhin werden einige statistische Verfahren zusammengestellt, die im weite-
ren Verlauf benotigt werden. Im zweiten Teil werden dann Verfahren zum Aquivalenztest
fur Mikrobiomdaten entwickelt. Insbesondere wird dabei ein Jackknife-Verfahren weiterent-
wickelt, um flexibler auf Unbalanziertheiten im Studiendesign, die trotz sorgfaltiger Planung
entstehen konnen, reagieren zu konnen. Der dritte Teil betrachtet statistische Verfahren zum
Test auf Unterschiede. Dieser Teil prasentiert, wie phylogenetische Information in die Ana-
lysen einbezogen werden kann, um so die Power der Tests oder die Interpretierbarkeit der
Ergebnisse zu verbessern. Eine Diskussion im vierten Teil schlie3t die Arbeit ab. Weiterfiih-
rende Ausfithrungen zu den Abstandsmaflen und zu den biologischen und technologischen
Hintergriinden werden in Anhéngen bereitgestellt.



Anmerkung:

Notation 1. Da die Funktionalitat abstandsbasierter Tests in der Regel nicht auf den Axio-
men (positiv definit, symmetrisch und Dreiecks-Ungleichung) einer Metrik beruht, wird der
Abstands-Begriff weitergefasst benutzt und oft auch “Dissimilaritat” genannt. Das Wort “Ab-
stand” wird ohne Anspruch auf Erfiillung der metrischen Axiome benutzt werden.

Notation 2. Wenn Literaturangaben am Ende eines Abschnitts nicht in einem Satz stehen, be-
ziehen sie sich auf den gesamten Abschnitt. Anmerkungen, die nicht aus den Literaturquellen
begriindet sind, werden in solchen Abschnitten von doppelten Klammern umschlossen, z.B.
((Ein Beispiel fiir eine Anmerkung)). Ein Abschnitt kann durch einen Seitenumbruch, eine
Einriickung, eine Abbildung oder eine Tabelle optisch unterbrochen sein. Die Quelle befindet
sich dann am Ende des spiteren Textstiicks. Eine Quellenangabe direkt hinter der Uberschrift
einer Definition bezieht sich auf die gesamte Definition.



Teil 1.

Grundlagen



2. Biologische Hintergriinde

2.1. Genome

Genome sind oberflachlich betrachtet einfach. Sie sind aus wenigen Molekiilen sequenziell
zusammengesetzt und strukturell weitgehend einheitlich. Meist liegen sie als DNA-Strang
Vor.

Genome und Verwandtschaftsbeziehungen sind bei genauerer Betrachtung nicht so einfach,
wie es auf den ersten Blick scheint. Die Information ist sequenziell gespeichert, wie ein di-
gitales Foto, aber nur teilweise sequenziell organisiert. Wie sollten Genome am besten mit-
einander verglichen werden? Und wenn nicht das ganze Genom eines Organismus bestimmt
werden soll, welcher Teil wiirde sich gut eignen und welche Probleme miissen fiir diesen
Teil berticksichtigt werden? Verwendet werden standardméflig Sequenzen, die fiir phylo-
genetische Analysen vorgeschlagen wurden und einige Nachteile fiir Mikrobiomanalysen
aufweisen.

Weitere Einzelheiten zu den Faktoren, welche die Beurteilung der Gensequenzen und ihrer
Ahnlichkeit betreffen, werden im Anhang B (Seite[107) dargestellt.

2.2. Next Generation Sequencing

Bei den hier betrachteten Next Generation Sequencing Verfahren wird ein komplementa-
res DNA-Fragment fiir DNA-Sequenzen von beispielsweise Bakterien angeboten, an das sich
passende Fragmente von weitgehend allen Bakterien ahnlich gut anlagern konnen. Ein DNA-
Fragment aus der Bodenprobe lagert sich an und wird letztendlich sequenziert. Aus nicht-
linearen Kostengriinden wird meist nur ein relativ kurzes Stiick sequenziert. Der Vorgang
wird je nach Hohe der Bezahlung einige tausend mal parallel ausgefithrt und ergibt somit
eine relative Verteilung der Héaufigkeiten der enthaltenen Bakterien. Meist werden die Pro-
ben von wenigen Bakterienarten dominiert und enthalten viele Arten, von denen nur sehr
geringe Haufigkeiten gemessen wurden.

Damit moglichst viele unterschiedliche Typen von Bakterien iiberhaupt gemessen werden
konnen, muss ein DNA-Fragment verwendet werden, das evolutionar konserviert ist. Dazu
werden meist Fragmente aus den Genombereichen verwendet, die fiir Untereinheiten von Ri-
bosomen kodieren. Zur Unterscheidung zwischen Bakterien ist aber auch eine hohe Anzahl



an Mutationen wiinschenswert — also weniger konservierte Abschnitte, die ebenfalls mitse-
quenziert werden sollten. Wenn man sich nicht fiir alle Bakterien interessiert, sondern nur
fiir einen kleineren verwandten Anteil einer Bakterienpopulation, kénnen direkt weniger
konservierte Bereiche gewahlt und die Auflosung fiir diesen Bereich (d.h. die Unterscheid-
barkeit zwischen den ausgewahlten Bakterientypen) verbessert werden.

Verschiedene Messmethoden priorisieren Sequenzanzahl, Fehlerrate und Sequenzlange un-
terschiedlich. Bei aktuell sinkenden Kosten und methodischen Verbesserungen werden die
Anzahl der Messungen und die Lange der sequenzierten Sequenzen tendenziell immer gro-
Ber. Die Sequenzdaten ermitteln sich meist aus der Konstruktion eines neuen DNA-Strangs
und kénnen durch Qualitatskontrollen und Vergleiche mit Datenbanken modifiziert werden.
Der bioinformatische Arbeitsablauf lasst sich durch modular-aufgebaute Open-Source Pro-
gramme (Pipelines oder Frameworks) benutzerfreundlich anpassen und durchfithren. Hier-
bei wird momentan insbesondere “giime” [Caporaso et al.(2010)] benutzt.

Wenn einige Verzerrungen minimiert und vernachléssigt werden, hat die DNA jedes (bei-
spielsweise) Bakterientyps ahnliche Wahrscheinlichkeit sequenziert zu werden und die ge-
messenen empirischen Bakterien-Verteilung entsprechen den 6kologischen Verhéltnissen.
Aus verschiedenen Griinden werden die Verzerrungen zur Zeit nur schlecht minimiert (sie-
he Anhang|C.2.5| Seite [163). Fiir die Theorie wird dies weitgehend vernachlassigt.

Genauere Informationen zum Next Generation Sequencing befinden sich in Anhang|C} Sei-

te[154

2.3. Phylogenetische Verwandtschaft

Bei zwei dhnlichen Organismen, kann die Anzahl Sequenzunterschiede, die sie trennen, als
ungefihres Zeitmafl betrachtet werden, welches die Zeitspanne, die zwischen ihnen und ih-
rem letzten gemeinsamen Vorfahren liegt, angibt. Wenn Sequenzabschnitte gewahlt werden,
in denen kein Austausch von DNA-Sequenzen stattgefunden hat und die Mutationshaufig-
keit ungefahr der Erwartung entspricht, lasst sich eine Baumstruktur rekonstruieren, die die
Verwandtschaftsstruktur der Organismen wiedergibt.

Mit zunehmender Zeitspanne wird dieses Modell schlechter. Trivialerweise steigen auch die
Wahrscheinlichkeiten dafiir, dass ein Basenpaar mehrfach mutiert oder dieselbe Mutation in
zwei kaum verwandten Organismen stattfindet. Biume konnen dann, auch wegen der oben
erwahnten komplexeren Genomumstrukturierungen, nur noch aufwendig geschétzt werden
und direkte Sequenzvergleiche eignen sich noch schlechter dazu, Verwandtschaftsbeziehun-
gen zu erkléren.

Abstiande, die die Verwandtschaftsbeziehung zwischen Organismen widerspiegeln sollen,
werden daher meist nicht direkt aus Sequenzvergleichen berechnet, sondern itber den Um-
weg der Konstruktion eines phylogenetisches Baumes. Dies sind Baume, die die Verwandt-
schaftsbeziehung genau beschreiben sollen. Bei der Konstruktion der Biume geht Informati-
on aller Sequenzen mit ein. Hierdurch kann an einigen Stellen geklart werden, ob Mutationen



z.B. mehrfach entstanden sind oder ob sie fiir eine gemeinsame Abstammung sprechen. Z.B.
kann das Verwandtschaftsverhaltnis zu anderen Organismen klarer aus den Sequenzen her-
vorgehen als zu dem gerade interessierenden Paar. Die Einordnung des Paars kann dann auf
Umwegen iiber den Vergleich mit anderen Organismen zustande kommen.

Haufig wird sich in der Prasentation auf taxonomische Baume beschrankt, die, im Gegensatz
zu phylogenetischen Baumen, stufenartig aufgebaut sind. Die geordneten Stufen sind: Koénig-
reich, Stamm, Klasse, Ordnung, Familie, Gattung und Art. Alle Kategorien der Organismen
einer Stufe werden auf derselben Hohe der Y-Achse gezeichnet.

2.4. Pilzsequenzen

Fir Pilze werden tiblicherweise keine phylogenetischen Analysen aus den Sequenzierungs-
daten erstellt, weil die traditionell verwendeten Erkennungssequenzen fiir Pilze hierfiir be-
sonders schlecht geeignet sind — siehe Anhang Seite Stattdessen werden diese
Sequenzen benutzt, um die Pilze in Datenbanken zu identifizieren. Wenn der Pilz bekannt
ist und seine Verwandtschaftsbeziehungen schon einmal durch andere Sequenzen bestimmt
wurden, kénnen diese moglicherweise aus einer Datenbank bezogen werden. In Next Gene-
ration Sequencing Experimenten treten zur Zeit allerdings viele Organismen auf, die in noch
keiner Datenbank zu finden sind.

Bedauerlich ist die Tatsache, dass bei der Standardisierung der fiir Pilze verwendeten Erken-
nungssequenz auch eine Sequenz zur Auswahl stand, die den fehlenden phylogenetischen
Zusammenhang und weitere Probleme fiir Mikrobiomstudien nicht aufweist, sich aber das
“Consortium for the Barcode of Life” im letzten Schritt des Auswahlprozess gegen diese ent-
schieden hat — sieche Anhang|C.2.1.2| Seite|C.2.1.2] Andererseits gibt es sowieso noch weite-
re Probleme bei Pilzen: Diese Organismen sind wesentlich komplizierter als Bakterien. Sie
besitzen mehrere Chromosome, konnen mehrere Kerne in einer Zelle haben und auch aus
mehreren Zellen bestehen. Im Gegensatz zu Bakterien sind die bioinformatischen Methoden
fur Pilze viel weniger weit entwickelt. Fiir Grundlagenforschung vorverarbeiteter Mikro-
biomdaten eignen sich Bakterien besser. Vom Anwendungsstandpunkt sind aber manchmal
gerade Pilzdaten fiir Next Generation Sequencing interessant. So sind bei weitem nicht alle
human-pathogenen Pilze kultivierbar und Pilzinfektionen sind generell ohne Next Genera-
tion Sequencing schlecht frith diagnostizierbar [Tiew et al.|(2020)].

2.5. Verwendete Daten

Der Grofiteil der Arbeit basiert allerdings auf Bodenpilzen. Daten (Pilze und Bakterien) zu
Versuchen an Nutzpflanzen stammen von Kooperationspartnern aus dem Julius Kithn-Institut
in Braunschweig. Weitere Daten wurden von der Kosmetikfirma s-Biomedic zur Verfiigung
gestellt. Bei diesen Messungen handelt es sich um Bakterienpopulationen auf der Haut des



Gesichts von Aknepatienten. Den Patienten wurden Bakterien transplantiert, die mit einer
Akne-freien Haut assoziert werden, in der Hoffnung, dass diese erstens angenommen wer-
den und sich dauerhaft auf dem betroffen Patienten ansiedeln und zweitens tatsachlich eine
positive Wirkung ausiiben. Letzteres wire der erste Wirksamkeitsnachweis eines “probioti-
schen” Konsumerprodukts. Dies konnte allerdings erst in einem Folgeversuch [Paetzold et al.
(2019)] erfolgreich gezeigt werden, da die vorliegenden Daten ohne Plazebogruppe erhoben
wurden.

Ein weiterer Datensatz von Bakteriengemeinschaften aus Bodenproben wurde von Neilson
et al.(2017) erhoben. Auch dieser wurde verwendet. Er wird momentan von qiime als Beispiel
verwendet. Das hatte den Vorteil, dass eine mdgliche Fehlerquelle ausgeschlossen werden
kann, da die bioinformatische Prozessierung schrittweise nach Vorgabe abgearbeitet werden
konnte. Auflerdem war zu erwarten, dass ein Datensatz, der keine Zusammenhéange zwischen
Phylogenie und Versuchsdesign aufweist, nicht als Beispiel ausgewahlt werden wiirde.

Zusétzlich zu realen Daten wurden auch Simulationen verwendet. Da der Zusammenhang
zwischen Phylogenie und relativer Mikrobenhaufigkeit schwer abzusehen ist, wurde viel
Wert auf eine umfassende Literaturrecherche der beteiligten Strukturen und moglicher Ver-
bindungen gelegt.

2.6. Fortschritte wiahrend der Arbeit

Wihrend der Anfertigung dieser Dissertationsarbeit gab es in allen Bereichen deutliche Fort-
schritte. Fortschritte in der bioinformatischen Verarbeitung haben dazugefiihrt, dass moder-
ne Clusterungen von ausgelesenen Sequenzen nun Fehlertendenzen der Sequenziermetho-
den berucksichtigen und nicht mehr als OTUs bezeichnet werden, sonders einfach als “Se-
quenzen” [Callahan et al|(2016)]. Das einflussreiche bioinformatische Framework “qiime”,
bietet die entsprechenden Einstellungen seit dem Versionssprung zu “qiime 2” im Januar
2018 [Bolyen et al|(2019)] als Standardeinstellung an und verwendet und empfiehlt sie in
Tutorien und in Kursen. Dort wird allerdings die Benennung “Feature” vorgeschlagen, um
dem Anwender eine abstraktere Bedienungsoberflache bieten zu koénnen, die auch nicht-
sequenzielle Daten abdeckt. In neuen Ergebnissen wird dementsprechend kaum noch von
OTUs gesprochen werden. Die Ergebnisse, die dieser Dissertation zugrunde liegen, wurden
jedoch vorher aufbearbeitet, ausgewertet und verdffentlicht. Daher wurde auch ein zusatz-
licher Datensatz untersucht, der mit modernen Methoden bestimmt wurde. Theoretisch hat
sich an den grundlegendsten Prinzipien der Daten wenig gedndert. Die Daten und ihre inne-
re Struktur wurden jedoch wesentlich genauer. Die Anzahl an Variablen in einem typischen
Datensatz kann um eine Gréflenordnung schrumpfen, da viele von den Variablen, die nur
selten gemessen wurden, nun genauer zugeordnet und als ungenaue Sequenzmessungen ei-
ner anderen Variablen identifiziert werden. In neueren Daten konnten allerdings strukturelle
Zusammenhinge sichtbar werden, die bei der OTU-basierten Auswertung verdeckt waren.
Hier wird weiterhin von OTUs gesprochen werden, weil die meisten untersuchten Datensat-
ze diese enthalten. Nur fiir den neuen Datensatz wird davon abgewichen.



3. Statistische Grundlagen

Hypothesentests dienen dazu, die Evidenz fiir potentielle Entscheidungen unter statistischen
Gesichtspunkten zu bewerten.

Definition 3.1 (Hypothesentests). [Shao (2003)]

Sei H eine Menge von Wahrscheinlichkeitsmalen und Hy U H; = H, Hy N H; = () eine
Partitionierung von H. H, wird Null-Hypothese genannt und //; Alternativ-Hypothese.
Sei H € H und sei X ~ H ein Zufallsvektor.

Jede Statistik ® von dem Wertebereich von X nach {0,1} heifit (nicht-randomisierter)
Test. Im Fall ®(X) = 1 sagt man, dass die Null-Hypothese H, abgelehnt wird und im Fall
®(X) = 0, dass sie akzeptiert wird.

Wird H, abgelehnt, obwohl H € H| ist, spricht man von einem Fehler erster Art.

Wird H, akzeptiert, obwohl H € H ist, spricht man von einem Fehler zweiter Art.

Fiir die Wahrscheinlichkeit eines Fehlers erster Art kann eine obere Schranke o festgelegt
werden sUpyep, (Pr(®(X) =1)) <a, die Niveau des Tests genannt wird.
Ein Test ® = &, kann mittels einer Statistik 7" und einer Konstante ¢, € R definiert werden:

T(x) <cq < D(x)

0
T(x) >co = P(x)=1

a hingt dann monoton mit ¢, zusammen. Fiir eine Realisierung = von X heift in so einem

Fall p =inf e (@) “p-Wert”.
Dy (z)=1

Bemerkung 1:

Den Begriff “Hypothese” werde ich synonym mit dem Begriff “Null-Hypothese” benutzen und
“Alternative” synonym mit “Alternativ-Hypothese”. In|Shao (2003) ist der Niveaubegriff nicht
auf die Null-Hypothese festgelegt, sondern kann auch fiir die Alternative vereinbart werden.
Hier wird er allerdings ausschlief3lich fiir die Null-Hypothese verwendet.



3.1. Multiples Testen

Bei der gemeinsamen Betrachtung mehrerer zu priffender Hypothesen steigt mit jeder wah-
ren Hypothese, die zu einem Niveau grofler 0 getestet wird, die Wahrscheinlichkeit, dass
mindestens ein Fehler 1. Art auftritt. Diese Wahrscheinlichkeit wird dann familienweise Feh-
lerrate (FWER) genannt. Um diese zu beschranken, sind mehrere Verfahren bekannt, von
denen einige hier vorgestellt werden.

3.1.1. Bonferroni-Korrektur

Seien pi,...,p; die p-Werte von k € Ny Tests. Seien weiterhin by,...,b; > 1 reelle
Zahlen mit i +...+ é = 1 Groflen zum gewichten der einzelnen Hypothesen. Dann sind
die zugehorigen Bonferroni-adjustierten p-Werte: p; := min(bypy, 1), ..., pr := min(bgpg, 1) .
Fir den Fall, dass by = ... = by = k gilt, wird das Verfahren auch “ungewichtete Bonferroni-
Adjustierung” genannt und, falls die Gleichung nicht gilt, “gewichtete”. [Shafter (1995)]

3.1.2. Fixed-Sequence-Hierarchical-Tests

Beim Testen in einer vorbestimmten Reihenfolge konnen p-Werte, die weiter hinten ste-
hen, durch die p-Werte davor adjustiert werden. Seien py,...,p,, fir das Verfahren geeig-
net angeordnete p-Werte zu m € N+ Tests, die ihr Niveau einhalten. Definiere fiir jedes
i € {1,...,m} die adjustierten p-Werte p; := max,<;(p;). Die so adjustierten p-Werte hal-
ten die FWER ein. Es gibt mehrere Moglichkeiten eine Reihenfolge zu finden, die geeignet
ist. Eine Moglichkeit besteht darin, die Reihenfolge festzulegen, bevor die den Tests zugrun-
deliegenden Daten bekannt sind. Hier beschrankt der erste Test mit wahrer Hypothese die
Wahrscheinlichkeit fiir einen Fehler erster Art in mindestens einem Test. [Qiu/(2014)]

Datenabhingig geordnete Verfahren: Seien X ein m-dimensionaler multivariat-normal-
verteilter Zufallsvektor und Hy, ..., H,, die univariaten Null-Hypothesen fiir die entspre-
chenden Dimensionen. Nach Kropf| (2000) ergibt sich bei gewo6hnlichen linearen Modellen
eine geeignete Reihenfolge fiir die eben beschriebene Fixed-Sequence-Hierarchical Prozedur,
wenn sie durch eine Permutation o gegeben ist, fiir die gilt, dass Var X,y > ... > VarX;,,
ist. Diese Totalen-Varianzen bilden sich aus der Streuung innerhalb von Gruppen und den
Verschiebungen zwischen ihnen. Wenn die Tests also nach monoton fallender Varianz ange-
ordnet werden, ist, bei anndhernd gleich-skalierten Variablen, zu erwarten, dass Variablen
mit falscher Hypothese tendenziell weiter vorne in der Reihenfolge stehen. Das gilt beson-
ders fiir Variablen mit groflem Effekt, die haufig am relevantesten fiir die Praxis sind.

In Abschnittwerden Mikrobiomdaten so strukturiert, dass Voraussetzungen vorliegen,
die eine hohe Giite des Verfahrens begiinstigen.



3.1.3. Abschlusstest-Prinzip

Fir Betrachtungen bereits leicht komplexerer Anordnungen von Hypothesen sind folgende
Notationen und Definitionen hilfreich:

Notation 3. Das Symbol C bezeichne die Teilmengenrelation. Das Symbol C gilt bei ech-
ten Untermengen: (a C b) = (a CbVa= b), (a - b) = (a CbAha# b). Die leere Menge
wird bezeichnet durch () := {}. Die Anzahl der Elemente einer Menge M werde durch # M
bezeichnet.

Definition 3.2. Bezeichne P (M) die Potenzmenge einer Menge M.
Fir m € N.g seien H,..., H,, Hypothesen.
Fir jedes ¢ € P({1,...,m})\{0} wird ;c, H; “Schnitthypothese” genannt.

Firalle () # r C ¢ gilt, dass die Ablehnung von (., H; die Ablehnung von (., H, im-
pliziert. Dies motiviert ein Adjustierungsschema auf dieser Hypothesenmenge.

Satz 3.1 (Abschlusstestprinzip):
Seien fur alle g € P({1,...,m})\{0} die p-Werte p, zu den Schnitthypothesen gegeben.
Dann sind p, := max,~,(p,) die durch das Abschlusstest-Prinzip adjustierten p-Werte.

Sei q die Menge aller Indices zu wahren Hypothesen und r € P({1,...,m}) eine Menge fiir
die gilt J,c, : H; ist wahr. Dann ist p, > p, .

Wenn der Test zu p, die Fehlerwahrscheinlichkeit eingehalten hat, halten die adjustierten p-
Werte somit die familienweise Fehlerwahrscheinlichkeit ein. [Shaffer| (1995)]

Der Index q ist hier eine Menge, funktioniert aber genauso wie eine gewohnliche Zahl.

3.1.4. Hierarchisches Testen auf Baumen

Fiir hierarchische Testverfahren empfiehlt es sich, die allgemeine Definition B.1]eines Baums
etwas einzuschranken.
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Definition 3.3. Fiir ein m € Ny sei @, ) # Q # {0}, eine Teilmenge der Potenzmenge
P{1,...,m}).Esgelte {1},....,{m},{1,...,m} € Q.

Die ein-elementigen Mengen in () werden “Blatter” und die m-elementige “Wurzel” ge-
nannt.
Es gelte die hierarchische Bedingung:

Voreq:qCrVrCqVgnr=>0

Fir ¢, € Q, ¢ € r wird ¢ Nachfahre von 7 und r Vorfahre von ¢ genannt. Ein Nachfahre
q von r heif3t Kind von 7, wenn es keinen Vorfahren von ¢ gibt, der Nachfahre von r ist.
Wenn ¢ Kind von r ist, wird r Vater von ¢ genannt. Jedes ¢ € () ist ein Knoten.

Sei k € N . Mengen der Struktur @, ..., Qr C Q = Q1U, ..., UQy definieren die “Ebe-
nen” einer hierarchischen Baumstruktur, mit der Wurzelebene {{1,...,m}} =: Q; und
der Blattebene {{1},...,{m}} =: @, falls fur alle i < k die Bedingungen gelten:

« ¢ € Qi = Jyeq,,, : rist Vater von q .

. Q7T€Qi:>(q:7’\/qﬂ7“:@>.

Eine Ebene mit hoherem Index liegt “hoher” als eine Ebene mit niedrigerem Index. Zu ge-
gebenen Baum lasst sich die Ebene (); auch als “Ebene i” bezeichnen.

Eine Hierarchie werde “vollstindig” genannt, wenn fir alle 1 <i <k gilt, dass
Useo, 2= 1{1,-..,m}.

Beim hierarchischen Testen nach Meinshausen| (2008) wird im allgemeinen nur eine Teil-
menge aller Schnitthypothesen betrachtet und adjustiert.

Satz 3.2 (Hierarchisches Testen nach Meinshausen/(2008)):

Hy, ..., H,, seienm € N~y Hypothesen. () sei ein geeigneter Baum mit der Struktur von De-
finition[3.3, hierarchisch vollstindig oder unvollstandig. Fiir jedes ¢ € () wird die Schnitthypo-
these H, := ﬂieq H; betrachtet, mit unadjustiertem p-Wert p,,.

Dann halten die folgend-adjustierten p-Werte p|, := max,eq qc,(Pr) mit P, := min (1,pq%)
die FWER ein.

Die Baumstruktur ist beispielsweise geeignet, wenn sie ohne Kenntnis der Messdaten defi-
niert wurde.
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3.2. Test auf Aquivalenz

3.2.1. Univariat

Wenn zwei unabhéngige Groflen X und Y mit Hilfe einer Statistik 7" auf ,,Gleichheit” tiber-
priift werden sollen, handelt es sich um die Fragestellung eines Aquivalenztests. Fiir diese
Art der Problembetrachtung stellen sich zwei grundlegende Probleme:

In Aquivalenztests existieren in der Regel keine Punktnullhypothesen, weswegen viele An-
satze, die bei Tests auf Unterschied verwendet werden, nicht ohne weiteres angewendet wer-
den konnen. Insbesondere betrifft dies Permutationstests.

Das zweite Problem liegt an der Definition der ,Gleichheit®. In Tests auf Unterschied kann
die Einschétzung iiber eine praktisch relevante Ungleichheit in einem zweiten Schritt ge-
schehen: Nach dem Nachweis der Signifikanz kann die Relevanz der Ungleichheit anhand
einer Effektgrofie eingeschétzt werden. Im univariaten Fall lassen sich beide Betrachtungen
gleichzeitig durch ein gewohnliches Konfidenzintervall anstellen.

Fur Tests auf Aquivalenz bietet es sich an, Zufilligkeit und Relevanz nicht getrennt, son-
dern zusammen zu betrachten. Falls die Relevanz durch zwei Schranken a und b angegeben
werden kann, wird statt der Hypothese E(T'(X,Y")) # 0, beziglich einer Teststatistik 7', die
Hypothese H : E(T(X,Y)) <aV E(T(X,Y)) > b verwendet. Ein Test zum Niveau « er-
gibt sich durch die Frage, ob ein (1 — 2a)-Konfidenzintervall C(X,Y") zu E(T(X,Y)) kom-
plett in [a, b] enthalten ist: C'(X,Y") C [a, b] . Wenn das Intervall vollstiandig in [a, b] liegt, ist
mit Niveau « eine Aquivalenz nachgewiesen worden. Das ungewdohnliche Niveau des Konfi-
denzintervals erklért sich aus einer Zerlegung der zusammengesetzten Hypothese H in die
zwei einzelnen Hypothesen H; : E(T(X,Y)) < aund Hy : E(T(X,Y)) > b, die beide zum
Niveau « abgelehnt werden miissen, damit der Test als signifikant angesehen wird.

3.2.2. Multivariat

Im multivariaten Fall mit m-Dimensionen lassen sich alle m Variablen einzeln betrachten,
womit das Problem auf m univariate Falle zuriickgefithrt werden kann. Wenn alle m univa-
riaten Aquivalenz-Hypothesen zum Niveau « abgelehnt werden, ist die Aquivalenz auch fiir
den multivariaten Fall zum Niveau « nachgewiesen. Anstatt m univariate Hypothesen zu
betrachten, kann auch eine einzelne Hypothese formuliert und direkt getestet werden. Eine
Methode, die auf paarweisen Abstanden beruht, wird in Abschnitt ausgearbeitet.

Bemerkung 2:

In Verfahren, die auf Linearkombinationen der Endpunkte aufbauen, besteht das Problem der
unterschiedlichen inhaltlichen Gewichtung der Endpunkte — gelegentlich provokativ dargestellt
als: Score = x mal Tod + y mal SchuhgrofSe. Bei abstandsbasierten Verfahren ist es die Aufgabe
der Abstdnde, die Variablen geeignet zu bewerten. In einigen Fillen existieren gute oder brauch-
bare Abstinde, die bereits in der Praxis angewandt werden. In anderen Fillen ist mitunter ein
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multiples Verfahren vorzuziehen. Aufgrund des, dem Aquivalenzgedankens zugrunde liegenden
IUT-Gedanken (,Intersection-Union®), siehe|Berger| (1982), konnen die Endpunkte auch auf bei-
de Ansdtze aufgeteilt werden, ohne dass das Testniveau adjustiert werden muss. Auf diese Weise
konnen unterschiedliche Endpunkte unterschiedlich oder unterschiedlich streng beachtet wer-
den. Die Power fdllt hingegen in der Regel, da beide Tests signifikant sein miissen, damit dies
auch fiir den Gesamttest gilt.
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3.3. Randomisierungstests

Randomisierungstests (Edgington (1995)) basieren auf der Hypothese, dass die Zuordnung
der Versuchsteilnehmer in ihre Gruppen (bei unverbundenen Stichproben) oder der indivi-
duellen Messtagesumstande in ihre Reihenfolge (bei verbundenen Stichproben) einer permu-
tationsinvarianten Verteilung entspricht, d.h. fiir n Gruppen-Zuordnungen G mit Realisation
g gilt die Hypothese:

va ist Permutation von {1,...,n} : P(G =g = (gla ce 7971)) = P(G = (ga(l)a cee aga(n))) .

Es wird dementsprechend keine Aussage iiber Grundgesamtheiten von Messwerten getrof-
fen. Randomisierungstests setzen kein ,random sampling” voraus, sondern nur ein ,random
assignment”. Selbst kleine Stichproben sind oft signifikant und exakt, da die Tests nur Aus-
sagen Uber Effekte in den jeweils vorliegenden Stichproben machen. Der Riickschluss auf
eine Grund(-Teil-)population ist entkoppelt von dem Testentscheid und wird durch fachliche
Beurteilung des Anwenders zur Reprasentativitat der Stichprobe getroffen.

Bemerkung 3:

Der Einwand, dass Randomisierungstests nicht exakt seien, da der p-Wert nur in diskreten Ab-
stufungen moglich ist, stimmt in soweit, dass in einem konkreten Randomisierungsdesign nur
endlich viele Wahrscheinlichkeiten fiir einen Fehler erster Art moglich sind. Fordert man ein Ni-
veau wie 5% ohne auf die tatsdchliche moglichen Fehlerwahrscheinlichkeiten zu achten, dann
fiihrt das Standardvorgehen eines Vergleichs des p-Werts gegen das vorgegebene Niveau zu einem
strikt konservativen Test, wenn sich das Niveau nicht unter den maoglichen Fehlerwahrschein-
lickeiten befindet.

Bemerkung 4:

Die Alternative eines Randomisierungstests ist immer das Komplement der Hypothese, also die
Menge aller Verteilungen der Teststatistik, die nicht durch gleichverteilt-zufillige Zuordnung
der vorliegenden Stichprobe entstehen. Sollen Aussagen tiber Verschiebungen des Testparameters
getroffen werden, sind Randomisierungstests in der Regel nur approximativ und eventuell liberal.

Randomisierungstests lassen sich auf Abstandsstatistiken komplexer 6kologischer Daten an-
wenden. Insbesondere konnen multivariate Tests problemlos auf phylogenetischen Abstan-
den aufgebaut werden. Sie lassen sich leider schlecht sowohl fiir Aquivalenztests als auch fiir
multiple Testverfahren der einzelnen Messwertdimensionen anwenden.

Die Hypothese eines Randomisierungstests hangt nicht mit dem Messwert zusammen,
sondern nur mit der Gruppeneinteilung. Die ist fiir jede Messwertdimension identisch. Da-
her ist die Hypothese fiir jede Variable gleichzeitig wahr oder gleichzeitig falsch. Man kann
Uberlegungen dartiber anstellen, dass die Randomisierungstest (abgesehen von der Hypo-
these zur Gruppeneinteilung) auch Hypothesen iiber die Verteilungen einzelner Variablen
testen konnten. In diesen Féllen wird nicht von Randomisierungstests gesprochen (Edging-
ton/ (1995)), sondern die allgemeinere Formulierung “Permutationstest” benutzt. Das wurde
hier aber nicht weiter verfolgt.

14



Aquivalenztests gehen von der Nullhypothese aus, dass sich Gruppen unterscheiden, wih-
rend die Gruppengleichheit unter der Nullhypothese wichtig fiir die Anwendbarkeit von
Randomisierungstests ist.

Obwohl 6kologische Probleme sich normalerweise elegant durch Randomisierungstests
betrachten lassen, gilt das nicht fiir die beiden Teilbereiche, mit denen sich dieser Text be-
fasst.
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Teil I1.

Aquivalenztest
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Uberblick iiber die Kapitel zu Aquivalenztests

In diesem Teil werden einige Grundlagen fiir einen Aquivalenztest fiir Mikrobiomdaten zu-
sammengestellt. Die Tests sollen auf Konfidenzintervallen von Statistiken paarweiser Ab-
standsmafle aufbauen, die bereits in Abschnitt besprochen wurden.

« In Abschnitt 4.1 wird eine Methode beschrieben, mit der sich Aquivalenzgrenzen be-
stimmen lassen.

« In Abschnitt[4.2] werden paarweise Abstandsmafle zu einer Statistik zusammengesetzt.

« In Abschnitt[4.3werden Verfahren zur Berechnung von Konfidenzintervallen zu dieser
Statistik vorgestellt.

+ Ein auch fiir kleine Stichproben aus Experimenten mit praktisch gut realisierbaren
Designs geeignetes Verfahren zur Varianzbestimmung, wird in Kapitel [5 hergeleitet.

« In Kapitel |7| wird die Eignung verschiedener Konfidenzintervalle durch Simulationen
betrachtet.

Zusammen ist dadurch ein geeignetes Verfahren zur Uberprifung der Gleichheit von Mi-
krobengemeinschaften etabliert. Mehrere Anwendungen auf reale Datensatze finden sich in
Antweiler et al|(2017).
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4. Grundlagen fiir Aquivalenztests

4.1. Versuchsgetriebene Grenzenbestimmung

Der Nachweis der Gleichheit einer Behandlungsmethode zu einer Kontrollgruppe in einem
oder mehreren Endpunkten erfordert eine festgelegte Grenze fiir den Unterschied ab dem
zwei Populationen nicht mehr als “gleich” gelten sollen. Diese Grenze ist ein nicht-trivialer
Bestandteil des Tests. In Abschnitt[4.1{ wird die Bestimmung dieser Grenze betrachtet.

Bemerkung 5:

Bei Tests auf Unterschied hat sich die Ansicht durchgesetzt, dass in der Regel eine Gruppe mehr
notwendig ist, die Kontrollgruppe, wenn der Anwender nicht in der Lage ist, ausreichende Anga-
ben iiber den Prozess ohne den experimentellen Einfluss, aber mit Plazebo-Effekt zu treffen. Fiir
Aquivalenztests hat sich eine entsprechende Ansicht, bezogen auf die Fihigkeit des Anwenders
Aussagen iiber die Aquivalenzgrenze zu treffen und der daraus resultierenden Konsequenz, eine
weitere Gruppe mit in die Analyse aufzunehmen, bisher nicht durchgesetzt.

4.1.1. Experimentell gegen Grundgesamtheit

Ein nicht-relevanter Unterschied wird bei diesem Vorgehen geschétzt, indem man den Un-
terschied zwischen einer Gruppe unter geeignetem experimentellen Einfluss und einer Kon-
trollgruppe schétzt. Es muss angenommen werden, dass dieser Unterschied irrelevant ist. In
Abbildung[4.1|entspricht dies den blau dargestellten Elementen. Von statistischer Seite kann
die jeweils konservative Seite (im Sinne des anschlieBenden Test) des Konfidenzintervalls des
Unterschieds als Wert fiir die Grenze gefordert werden. Mit der bestimmten Grenze lasst sich
eine Fallzahlplanung fiir den eigentlichen Test durchfithren. Mit dieser zweiten Stichprobe
wird schlief$lich der Test durchgefiihrt. In Abbildung [4.1] ist dies griin dargestellt. Die Be-
stimmung der Grenzen kann sowohl im selben als auch in einem eigenen Experiment durch-
gefihrt werden und auch aus Daten eines bereits durchgefithrten geeigneten Experiments
ermittelt werden.

Beispiel 1. Die Verabreichungsform eines Medikaments soll geandert werden. Es ist be-
kannt, dass das Medikament zu unterschiedlichen Tageszeiten unterschiedlich gut auf-
genommen wird. Es wird aber angenommen, dass diese Unterschiede fiir dieses Medi-
kament nicht so relevant sind, dass der Anwendungszeitpunkt vorgeschrieben werden
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Abbildung 4.1.: Versuchsgetrieben optimal

(.,.): Verschiedene Merkmale einer Gruppe
GROS/klein-Buchstaben: Grundgesamtheit/Stichprobe
C/T: Kontroll/Behandlungs-Gruppe

N/E: keine/eine zuséitzliche experimentelle Beeinflussung
> : Vergleiche

— : Schatzungen

grin: Fur Test-Konfidenzintervall

blau: Fir Aquivalenzgrenze

miisste - unter anderem, weil es seit Jahren in Umlauf ist und es keinen relevanten Hin-
weis darauf gegeben hat, dass er praktisch relevant sei.

Eine reprasentative Gruppe von Probanden enthilt nun das Medikament mal mor-
gens und mal abends. Die Konzentrationen werden an einer geeigneten Stelle im Korper
gemessen. Der gemessene Unterschied der Konzentrationen wird als Grenze fiir den Un-
terschied im eigentlichen Test verwendet.

Ob der Mittelwert der Unterschiede genommen wird oder das Minimum oder der Un-
terschied von besonders geeigneten Probanden, unterliegt einer fachlichen Beurteilung
der Situation. Hier sei der Maximalwert genommen worden, nachdem einige Probanden
fiir die Bestimmung ausgeschlossen wurden, weil der Versuchsablauf bei ihnen nicht op-
timal funktioniert hat.

Das Medikament mit seiner verdnderten Abreichungsform wird nun fiir den eigent-
lichen Test an eine Gruppe von Probanden gegeben. Fiir den Unterschied der Konzen-
trationen zur urspriinglichen Dareichungsform, wird ein Konfidenzintervall berechnet.
Das Konfidenzintervall fiir den Unterschied liegt unterhalb der experimentell bestimm-

19




ten Grenze. Die Hypothese der Nicht-Aquivalenz wird abgelehnt.

Um mit weniger Probanden auskommen zu konnen, hitte ein anderer experimenteller
Einfluss mit starkerem aber trotzdem noch vernachlédssigbarem Effekt verwendet wer-
den konnen. Es sei bekannt, dass das Medikament zusammen mit Tee eingenommen,
schlechter aufgenommen werde, aber dieser Effekt vernachlassigbar ist. Die Ermittlung
der Grenzen fithre zu hoheren Werten, wodurch der eigentliche Test an Giite gewinnt.

Hitte die Gleichwertigkeit auf individueller Ebene bestimmt werden sollen, wire ein ex-
perimenteller Einfluss fiir eine weitere Grenze notwendig gewesen. Beispielsweise konn-
te das Medikament zusammen mit und ohne Tee eingenommen werden, wobei dann fiir
jeden einzelnen Probanden uiberpriift wird, ob bei ihm zwischen den beiden Einnahmen
die Grenze aus den Tageszeiten uiberschritten wird. Der Anteil der Uberschreitungen
kann dann als Grenze fiir die Anzahl der Probanden mit Uberschreitung in dem eigent-
lichen Versuch genommen werden.

In einigen Féllen ist eine getrennte Betrachtung fiir Ober- und Untergrenzen sinnvoll.
Hier sind gegebenenfalls unterschiedliche experimentelle Einfliisse fiir die Bestimmung
der beiden Grenzen notwendig.

Besonders relevant ist die experimentelle Bestimmung aber fiir komplizierte Grofien — wie
inAntweiler et al|(2017).

4.1.2. Pragmatisch

Im biologischen Forschungsbereich ist zur Zeit eine Fallzahlplanung in der Regel nicht iib-
lich, da die realistisch bewerkstelligbaren Anzahlen zu klein sind. Daher bietet es sich an, die
Grenzen erst wahrend des Versuchs selbst zu bestimmen. Von dem Standpunkt aus betrach-
tet, dass nicht der Unterschied zwischen abstrakten Grundgesamtheiten zur Definition der
Grenzen hinzugezogen wird, sondern der Unterschied zwischen zwei Gruppen mit nicht-
pathologischer Realisierung verwendet wird, kann eine Stichprobengruppe sowohl fiir die
Grenzenbestimmung als auch fiir den Test verwendet werden (Bild [4.2).

Bemerkung 6:

Die Situation sei hier nochmals formaler ausgedriickt. Fiir drei unabhdngige Zufallsvektoren
X,Y,Z, von denen X und Y ohne experimentellen Zusatzeinfluss zustandekommen und Z
mit, und X und Z aus den Kontrollbedingungen undY aus den Behandlungsbedingungen, gilt
fiir eine Teststatistik T unter derNullhypothese:P(T(X, Y) < k) < «. Wobei die Aquivalenz-
grenze k eine feste aber unbekannte Zahl und o das Niveau des Tests sein soll. Fiir k gelte nach
Einschditzung des Anwenders: T'(X,Z) < k . Seien x und z Realisierungen der entsprechenden

20



(T.N)
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(t, n)

Stichproben

Test

Limit C

Abbildung 4.2.: Realisationsbasiert

(.,.): Verschiedene Merkmale einer Gruppe
GROS/klein-Buchstaben: Grundgesamtheit/Stichprobe
C/T: Kontroll/Behandlungs-Gruppe

N/E: keine/eine zusétzliche experimentelle Beeinflussung
> : Vergleiche

— : Schitzungen

griin: Fiir Test-Konfidenzintervall

blau: Fiir Aquivalenzgrenze

Zufallsvektoren. Wenn fiir den Test die zum Durchfithrungszeitpunkt bekannte Gréfle T'(x, z)
anstatt des unbekannten k verwendet wird, hdlt der Test sein Niveau weiterhin ein, da

P(T(X,Y)<T(X,2))=P(T(X,Y)<T(X,2) < k) <P(T(X,Y) < k) <.

In einem vollen faktoriellen Design bietet es sich an, beide Gruppen, die zur Grenzenbe-
stimmung benutzt wurden in den Test mit aufzunehmen und den Aquivalenztest nach dem
zusétzlichen experimentellen Einfluss stratifiziert durchzufithren.

Bemerkung 7:

Die Situation sei hier nochmals formaler ausgedriickt: Seien X, Y, Z, z, k,T und o wie in Bemer-
kung|d und W ein von X, Y und Z unabhdngiger Zufallsvektor unter Behandlungsbedingung
und mit experimentellem Zusatzeinfluss.

Unter der Nullhypothese gelte: P(T(X,Y) <k, T(Z,W) <k) < a.
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Wenn fiir den Test, die zum Durchfiihrungszeitpunkt bekannte Grofle T'(x, z) anstatt des unbe-
kannten k verwendet wird, hdlt der Test sein Niveau weiterhin ein, da

P(T(X,Y)<T(X,2), T(Z,W)<T(X,2))
=P(T(X,Y)<T(X,Z) <k, T(Z,W) <T(X,Z) < k)
<P(T(X,Y)<k, T(Z,W) <k) <a.
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4.2. Aquivalenztests auf Basis von paarweisen
Abstandsmaflen

Spitestens nachdem ein Experiment fiir die Bestimmung der Aquivalenzgrenzen durchge-
fihrt wurde, muss definiert werden, wie aus den Messdaten eine testbare Statistik berechnet
werden soll. Die Statistik kann auf der Grundlage von Abstandsmafen konstruiert werden.
Durch paarweise Abstandsmafle lassen sich multivariate Probleme auf einen besonderen ein-
dimensionalen Fall zuriickfiihren. Das Resultat eines Abstands ist eine nicht-negative Zahl,
mit der ein oberes Konfidenzintervallende fiir den Abstand zwischen den Gruppen bestimmt
wird. Die Wahl des Abstandsmafles hat grof3en Einfluss auf die resultierende Verteilung und
deren Ubereinstimmung mit theoretischen Annahmen. In Anhang[A|werden Betrachtungen
und Simulationen in dieser Hinsicht durchgefiihrt. Einige Abstande, wie die euklidische Me-
trik, konnen aus Normen konstruiert werden. Aber auch kompliziertere Konstruktionen sind
moglich und werden verwendet.

4.2.1. Okologische Abstiande

Relative Haufigkeiten von OTUs konnen als eine empirische Verteilung angesehen werden
(Abb. [4.3). Zu diesen lassen sich dann Kenngréfen wie ihre Entropie bestimmen.

zwei relative Haufigkeitsverteilungen

0.20
|

B Probe 1
O Probe 2

Dl

OTUO OTU1 OTU2 OTU3 OTU4 OTU5 OTU6 OTU7 OTU8 OTU9

0.15
|

relative Haufigkeit
0.10
I

0.05
|

0.00
L

Abbildung 4.3.: Haufigkeitsverteilungen:

Zwei Proben mit jeweils einer relativen Haufigkeitsverteilung von 10 OTUs. Die OTUs 0 und 4 kommen
in Probe 1 nicht vor und die OTUs 5 und 7 fehlen in Probe 2. Diese Verteilungen wurden zu Anschauungs-
zwecken simuliert. Reale Daten enthalten erheblich mehr OTUs, der Anteil fehlender OTUs ist wesentlich

grofler und die Balkenho6hen sind viel ungleicher.
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In der Agrarwissenschaft liegt fiir jedes Stichprobenelement (Pflanze), eine empirische Wahr-
scheinlichkeitsverteilung der OTUs der Mikrobenpopulation ihrer Wurzelregion vor. Unter-
schiede zwischen den Mikrobenpopulationen zweier Pflanzen entsprechen demnach Abstan-
den zwischen zwei Verteilungen (Abb. [4.4).

() (b)

Uberschuss relativer Haufigkeiten aus Probe 1 bzw. Probe 2 Differenz der relativen Haufigkeiten aus Probe 1 und Probe 2

L]

m Uberschuss Probe 1
| O Uberschuss Probe 2

0.20
|
0.2

m Uberschuss Probe 1
O Uberschuss Probe 2
O gemeinsamer Anteil

0.15
1
0.1

relative Haufigkeit
0.10
1
Probe 1 - Probe 2
0.0

0.05
1
0.1

0.00
L
-0.2

OTUO OTU1 OTU2 OTU3 OTU4 OTUS5 OTU6 OTU7 OTU8 OTU9 OTUO OTU1 OTU2 OTU3 OTU4 OTU5 OTU6 OTU7 OTU8 OTU9

Abbildung 4.4.: Verteilungsabstand

In den Abbildungen ist fiir jede OTU der Dichteanteil dargestellt, den eine Probe mehr hat als die andere.
Dabei handelt es sich um die simulierten Proben aus Abbildung[4.3] Dieser Anteil wird in den Abbildungen
aund b “Uberschuss” genannt.

Abbildung (a) zeigt die Verteilungen der beiden Proben tibereinandergelegt. Jeder Balken reicht daher bis
zum grofleren Wert der entsprechenden OTU von den beiden Proben. Der kleinere Wert entspricht dem
gemeinsamen Anteil dieser OTU. Der Balkenbereich darunter ist weifl gezeichnet und der dariiber hat die
Farbe der Probe, die den hoheren Wert hat.

Abbildung (b) zeigt die Differenz der beiden Proben. Da die Y-Achse, verglichen mit Abbildung (a), die
doppelte Spannweite bei identischem Flachenbedarf abdeckt, wirken die Balken halb so grof3. Die Halfte
der Summe der Betrége dieser relativen Haufigkeitsdifferenzen definiert den relativen Bray-Curtis Abstand.
Dieser wird in der Okologie als Abstand zwischen den empirischen Verteilungen von Lebewesen aus zwei
Habitaten verwendet.

Im 6kologischen Kontext werden Abstinde in der Regel “Betadiversitit” genannt.

“Betadiversitat” misst die Diversitat zwischen Gemeinschaften. Soll phylogenetische Infor-
mation mitberiicksichtigt werden, wird meist der UniFrac Abstand verwendet. Fiir Analysen
ohne Beriicksichtigung phylogenetischer Information wird meist der Bray-Curtis- oder der
Canberra-Abstand verwendet. Der ungewichtete UniFrac unterscheidet sich vom gewichte-
ten UniFrac Abstand dadurch, dass present/absent Daten anstatt Hiufigkeiten benutzt wer-
den.  [Knight et al,(2018)]
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Der Bray-Curtis Abstand wurde in dieser Arbeit fiir die Konstruktion von Aquivalenztests
aufgrund seiner Beliebtheit und seiner Eigenschaften bevorzugt.

Definition 4.1 (Bray-Curtis Abstand). [De Caceres et al|(2013)]
Fir n OTUs seinen, a4, . . . , a,, die Haufigkeiten der jeweiligen OTU in der ersten Probe und
by, ...,b, die in der zweiten. Dann ist der Bray-Curtis Abstand zwischen den beiden Proben

definiert als:
1 2 Z?:l min(ai, bz)

E?:l a; + 2?21 b

Bemerkung 8:
Fiir relative Hdaufigkeiten ist der Bray-Curtis Abstand offensichtlich gleich dem Abstand der
halben 1-Norm, denn:

2= Zal +b; = Zmax a;, b;) + min(a;, b;)

und somit:

237 min(a;, by)
1+1

max(a;, b;) + min(a;, b; ) E min(a;, b;)

< max(a;, b;) — min(ai,bi))>
>

l\DI»—l

1
2

|a;i = b; =—|Ia—b||1-

1
-2
=1

Definition 4.2 (ungewichteter UniFrac Abstand). [Lozupone & Knight (2005)]
Gegeben sind zwei Stichproben und ein phylogenetischer Baum, der genau alle OTUs beider
Proben als Blatter enthalt. Die Kantengewichte bilden die evolutionire Verschiedenheit der
verbundenen Knoten ab und werden auch als Langen der Kanten bezeichnet. Alle Kanten,
die sowohl auf einem Ast zu einer OTU der ersten als auch auf einem Ast zu einer OTU der
zweiten Probe liegen, werden entfernt. Die Summe der Gewichte der verbleibenden Kanten
ist der UniFrac-Abstand.

Anstatt nur die Anwesenheit von OTUs in den Proben zu beriicksichtigen, konnen auch de-
ren relative Haufigkeiten zur Skalierung der Kanten verwendet und dazu Differenzen gebildet
werden. Darauf basiert der gewichtete UniFrac Abstand.
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Definition 4.3 (gewichteter UniFrac Abstand). [Lozupone et al|(2007)]

Gegeben sei ein phylogenetischer Baum mit £ Kanten. Fiir alle 1 < j < ksei t; € R, die
Lange der j-ten Kante. a, sei die Summe der Haufigkeiten aller OTUs der ersten Probe
und b, die in der zweiten Probe. Fiir alle 1 < j < k sei A; die Summe der Haufigkeiten
der OTUs der ersten Probe, deren Ast von der Wurzel zu ihrem Blatt die Kante j enthalt.
Entsprechendes gelte fiir B; und die zweite Probe. Der “rohe gewichtete UniFrac Abstand”

ist definiert als: .
U= Z t;
j=1

Der "normierte gewichtete UniFrac Abstand” wird gebildet, indem u noch durch einen Ska-
lierungsfaktor D geteilt wird. Seien hierfir a;, b; und n wie in Definition 4.1

Fir alle 1 <7 < n sei d; die Lange des Asts von der Wurzel zum Blatt der OTU i.

Dann ist der “mittlere Abstand einer OTU zur Wurzel”:

- a; b;
D = dz — L o
ZZ:; (a+ " b+)

Der normierte gewichtete UniFrac Abstand ist u/D.

A; B
CL+ b+

Bemerkung 9:
Beide Versionen werden als “gewichteter UniFrac Abstand” bezeichnet und liefern in der Regel
unterschiedliche Ergebnisse.

Weitere Information zu 6kologischen Diversitdtsmafien befindet sich in Anhang B.3.11] auf
Seite [[52

4.2.2. Abstande auf Stichproben

Abstandsmafie sind normalerweise nicht fiir ganze Stichproben definiert, sondern fiir ein-
zelne Paare. Die resultierenden Abstandswerte fiir alle Paare der Stichprobe sind nicht mehr
unabhéngig und fiir viele statistische Verfahren nicht mehr direkt verwendbar. Diese Ab-
standswerte lassen sich, beispielsweise durch Konstruktion einer U-Statistik (Definition ,
fir die ganze Stichprobe zusammenfassen, so dass eine einzige reelle Zahl fiir die gesamte
Stichprobe angegeben werden kann. Diese kann sowohl fiir die Definition der Aquivalenz-
grenzen als auch fiir die Teststatistik verwendet werden.

Beispielsweise kann fir X ~ N(p,,%),Y ~ N(u,,>) und ein beliebiges Abstandsmaf} d
durch den Mittelwert der paarweisen Abstinde der Messwerte X1, ..., X, aus X mit den
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Messwerten Y7, ...,Y, ausY eine Statistik definiert werden:

1 ng Ny
ry = > d(xi,Y;). (4.1)
Nally 5 j=1

Interessiert man sich fiir den Abstand der beiden Zentroide, dann benétigt man bei diesem
Ansatz einen Korrekturterm, der den Einfluss der Abstinde innerhalb einer jeden Gruppe
korrigiert. Wenn der mittlere Abstand innerhalb der Gruppe X1, ..., X, bzw. Yy,..., Y, ,
ng,ny € N5 gegeben ist durch:

Ng  Ng ny Ny

Y d(Xi, X;), vy = %ZZCZ(E,Y}), (4.2)

i=1 j=1 i=1 j=1

1
2

Ny

rx =

bietet sich, nach Satz [A.1] auf Seite falls d das Quadrat des euklidischen Abstands ist,
folgende Statistik an:

rx + Ty

Si=r,— 5

(4.3)

4.2.2.1. Wahl der Ubertragung eines Abstands auf Stichproben

Die Verteilung von S := 1}, aus Gleichung (4.1) lief sich meist besser approximieren als
die aus Gleichung — siehe Abschnitt jnormaler univariater euklidischer Abstand” auf
Seite [103]

Das Abstandsmaf} S := r;, aus Gleichung ist auch oft leichter zu interpretieren als .S aus
Gleichung , da der Mittelwert von Abstanden zumindest immer eine reale Bedeutung hat,
wohingegen Versuche, aus einzelnen Abstdnden die Abstédnde von Zentroiden zu konstruie-
ren, nur in geeigneten Situationen gelingen. Wo es moglich ist, konnen stattdessen direkt die
Zentroide in den Abstand eingesetzt werden. Nicht méglich ist das i.a. insbesondere, wenn
der Abstand auch verzweigte Ausfithrungen (also “if”-Abfragen) zu kategoriellen Variablen
enthilt. Der ungewichtete UniFrac-Abstand, mit den present/absent-Daten, ist ein nahelie-
gendes Beispiel, firr das leicht zu erkennen ist, dass das Einsetzen von Mittelwerten machbar
ware, sich aber der Charakter des Abstandes dndern wiirde. Die Bedingung “Haufigkeit > 0”
passt bei gemittelten Haufigkeiten nicht gut zum Charakter einer Mittelwertbildung.

Erwiinschte Variabilitit: Ein Herausrechnen von Innergruppen-Variabilitit entfernt auch
ein Unterscheidungsmerkmal, falls diese sich zwischen den Gruppen unterscheidet. Wiirde
eine genetisch-homogene patentierte Pflanzenart in einer Gruppe mit natiirlichen Aquiva-
lenten verglichen werden, wire es durchaus denkbar, dass jede der homogenen Pflanzen ein
sehr dhnliches Bodenmikrobiom zeigenen wiirde, das auch in die natiirliche Gruppe passen
konnte, die Mikrobiome der natiirlichen Gruppe aber untereinander eine hohe Variabilitét
aufweisen wiirden. Diese hohe Variabilitiat wiare ein 6kologisch relevanter Unterschied zwi-
schen den Gruppen. In einer solchen Situation wire noch stirker darauf zu achten, dass
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Variabilitdts-Unterschiede beriicksichtigt werden, als es in/Antweiler et al{(2017) getan wur-
de. Hierfiir wire ein zusétzlicher Aquivalenztest fiir die Absolut-Differenz |[ry — ry| der mitt-
leren Innergruppenabstédnde aus Gleichung denkbar. Fiir unterschiedliche Kenngrof3en
konnen Messungen mit unterschiedlichen akzeptablen experimentellen Einfliissen erforder-
lich sein.

Mischung von Proben und Lebensriumen: Im &kologischen Kontext ist eine Mittel-
wertbildung vor Verwendung eines Abstandsmafles als Vermischen der Proben unmittel-
bar vor der Analyse interpretierbar aber nicht unbedingt wiinschenswert. Das Mischen von
Proben kann zu nicht-reprasentativen Ergebnissen fithren. In Féllen, in denen eine Grup-
pe Proben aus verschiedenen Lebensraumen enthélt (z.B. trockener Sandboden und feuchter
Lehmboden), kann der kombinierte Lebensraum andere Eigenschaften haben und somit tiber
die Zeit hinweg andere Lebewesen selektieren als es bei einer Durchmischung unmittelbar
vor der Analyse den Anschein hétte. Pflanzen und Bodentypen haben einen selektierenden
Einfluss, wahrend der Standort eher bestimmt, welche Mikroben iiberhaupt selektiert wer-
den kénnen (Anhang Seite [151). Selbst im Falle von identischen Lebensraumen, ist
aufgrund von Stellendquivalenz oder ungesattigten Gemeinschaften, damit zu rechnen, dass
die gemischten Gemeinschaften nicht der zu untersuchenden Situation entsprechen (An-
hang B.3.1] Seite|142). Ebensolche Effekte konnen durch unterschiedlichen Species-Turnover
und frith angesiedelte Arten zustande kommen (Anhang[B.3.2| Seite|144). Wiirde ein gemisch-
ter Lebensraum ldngere Zeit beobachtet, wiirde die hohere interspezifische Konkurrenz ge-
maf} Konkurrenzausschlussprinzip zu gegenseitiger Beeinflussung der Haufigkeiten der Ar-
ten fithren (Anhang [B.3.1] Seite [142). Die interspezifische Konkurrenz in einer kiinstlich ge-
mischten Probe wird daher unterschatzt. Unterschiedliche zeitliche Entwicklungsabschnitte
(wie Regionen entlang einer wachsenden Wurzel) (Anhang Seite [151), zeitliche Ab-
stande zu Storungen und unterschiedlichen Stérungen (Anhang[B.3.2] Seite konnen bei
Vermischung zu aulergewoéhnlichen Kombinationen von r- und K-Strategen (Anhang
Seite fihren. Effekte aus unterschiedlichen Zeitpunkten eines Zyklus konnten hingegen
in den Mischungen méglicherweise approximativ eher natiirlichen Zustdnden entsprechen

(Anhang Seite [147).

Diversititsmafle, wie die Entropie, reagieren in der Regel gewollt empfindlich auf Ande-
rung der Artenvielfalt. Phylogenetische Information kann die Diskrepanz zur Realitdt durch
kiinstliche oder physische Vermischung vermutlich etwas abschwéchen, da nah-verwandte
Arten haufig dhnliche Nischen haben und starker miteinander konkurrieren (Anhang
Seite [142), ihre Haufigkeits-Unterschiede aber von phylogenetischen Abstdnden héufig her-
untergewichtet werden. Dass der Unterschied in diesen Mafien zwischen einzelnen und ge-
mischten Proben angeglichen wird, mag 6kologisch keine wiinschenswerte Eigenschaft sein,
fithrt aber zu mehr Freiheiten in der Auswertung.

Physische Vermischung von Proben findet auch in 6kologischen Studien statt, wenn an
verschiedenen Stellen um eine Pfanze Proben genommen und zu einer einzigen zusammen-
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getiigt werden - oder auf kleinerer Ebene, wenn eine Probe bearbeitet wird, die verschiedene
Kleinstlebensrdume enthélt. In den Situationen sind die gemischten Proben aber vergleichs-
weise dhnlich. Bei kleinen Fallzahlen kann eine Varianzreduktion notwendig sein und andere
Nachteile Giberwiegen.

Fiir die Konstruktion des Aquivalenztests waren in|Antweiler et al. (2017) die Annidherungen
der Teststatistik an eine Normalverteilung ausschlaggebend.
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4.3. Intervallschatzer

Die Ideen aus den vorherigen Abschnitten dieses Kapitels reichen aus, um Aquivalenzgren-
zen fiir den Test zu berechnen, womit die erste Grundlage fiir einen Aquivalenztest er-
reicht ist. Einen Aquivalenztest auf parametrischen Verfahren fur kologische Mafe auf Mi-
krobiomdaten aufzubauen erscheint zu kompliziert. Resamplingverfahren kénnen die Test-
Konstruktion vereinfachen, wobei es hinreichend ist, eine geeignete Methode zur Bestim-
mung eines Konfidenzintervalls zu einer Statistik S' zu finden. Geméf3 Abschnitt lasst
sich dann ein Aquivalenztest definieren. Einige der iiblichen Verfahren zur Konstruktion von
Konfidenzintervallen waren, insbesondere aufgrund der kleinen Stichprobengréfien, nicht
geeignet.

4.3.1. Bootstrap

Als echte Bootstrap-Verfahren (Efron & Tibshirani (1993)) sind fiir den vorliegenden Text
sowohl reines Resamplen auf den Stichprobendaten durch eine ungewichtete Multinomi-
alverteilung als auch durch Schatzen von Mittelwert und Kovarianzmatrix der Stichprobe
mit anschlieflenden Simulieren normalverteilter Daten mit diesen Parametern versucht wor-
den.

Da stets mit geringen Fallzahlen gearbeitet wurde, waren keine guten Ergebnisse fiir die
Uberdeckungsrate des Konfidenzintervalls beziiglich der wahren Testgrofie zu erwarten (Scholz
(2007)) und sind auch nicht eingetreten. Rechnerisch-aufwendige Doppel-Bootstrap-Varianten,
die in kleinen Stichproben besser funktionieren (Scholz (2007)), wurden hier nicht unter-
sucht.

4.3.2. Jackknife

In dieser Arbeit wird das im folgenden Kapitel beschriebene 2-Stichproben-Jackknife-Verfahren
verwendet um die Varianz einer Statistik S zu schétzen. Die Varianz wird dann zur Konstruk-
tion eines Konfidenzintervalls C'(S) benutzt. Dies hielt das Niveau in Simulationsuntersu-
chungen deutlich besser ein als die anderen Verfahren und erscheint ausreichend zu sein in
Szenarien, die dem spateren Versuch dhneln.
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5. Jackknife

5.1. Zerlegung von Funktionen unabhangiger
Zufallsvariablen

In diesem Abschnitt werden die Grundlagen bereitgestellt, mit denen sich komplexe Jackknife-
Verfahren nicht-asymptotisch untersuchen lassen. Zu Notationszwecken wird unter ande-
rem die Interpretierbarkeit von diskreten injektiven Inklusions-Abbildungen als Permuta-
tionen genutzt. Ebenso werden Multiindizes benutzt und durch Skalarprodukte charakteri-
siert — hierbei insbesondere die Charakterisierung als Unter-Multiindex eines anderen Mul-
tiindexes. Ein von Efron & Stein (1981) erweitertes (sie weisen allerdings darauf hin, dass
andere Autoren Vergleichbares entwickelt haben) auf Hajek (1968) zuriickgehendes Projek-
tionsverfahren wird vorgestellt, mit dem sich Statistiken mit mehreren Zufallsargumenten
systematisch zerlegen lassen. Dies ist von zentraler Bedeutung. Zunachst werden jedoch U-
Statistiken eingefiihrt, fiir die sich spater Aussagen iiber ihre Varianz in Abhangigkeit der
Stichprobengrofie treffen lassen.

Definition 5.1 (U-Statistik). [Hoeffding (1948)]

Seien p,n, m € N+, n > m positive Zahlen,

X1, ..., X, € R? unabhéngige Zufallsvektoren,

f : RP™ — R eine Funktion und

M die Menge aller injektiven Abbildungen 7 : {1,...,m} — {1,...,n},
dannnenntman U =) __,, Mf(X,r(l), -+, Xr(m)) eine U-Statistik.

n!

Bemerkung 10:

M enthalt (:L)m! Abbildungen. Falls f symmetrisch ist (in dem Sinne, dass die Reihenfolge der
Argumente irrelevant ist), reicht es aus, iiber geeignete (:;) Abbildungen m zu mitteln, da durch
die Permutationsinvarianz mindestens jeweils m! Abbildungen f o 7 iibereinstimmen.

Beispiel 2. Seien X;,... X,, iid. verteilte Zufallsvariablen und U := %(ﬁ— X?2)
der erwartungstreue Varianzschatzer. Dann ist U eine U-Statistik, denn fir
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fla,b):=1(a—1b)* ist m=2 M={r:{1,2}—{1,...,n}|r(1) #7(2)} und
M := {m € M|r(1) < 7(2)} ist eine geeignete Teilmenge von M. Somit ist:

(Z) FXa), Xn) = Y m (X — X;)*

nEM 1<i<j<n
B n n ; o o n n 1 , .
4 1 Z 2n(n — 1) (X=X = ZZ 2n(n — 1) (27 - 2X:X;)
=1 j=1 i=1 j=1
— - 1 2 v\ n ~7 _2>
= g (X nXX) = 2 (- X7

Definition 5.2 (Multiindex). Fir n € N ist ein Multiindex ¢ definiert als ein n-Tupel
i € {0,1}". Fir zwei Multiindizes i, j zum selben n gibt i A j das elementweise Produkt
und < 7,7 > das Skalarprodukt an.

Bemerkung 11:

i A\ j gibt die gemeinsamen Einsen von ¢ und j an und das Skalarprodukt < i,j > die Anzahl
der gemeinsamen Einsen. Das Skalarprodukt von i mit sich selbst < i,7 > gibt dementsprechend
die Anzahl der Einsen in v an. Unter-Multiindizes lassen sich unter anderem kompakt durch Ska-
larprodukte mit dem entsprechenden (Uber-)Multiindex beschreiben. Fiir zwei Multiindizes i, j
zum selben n gibt das Skalarprodukt in der Gleichung < i,j — i >= 0 bzw. < 1,j >=< 1,1 >
an, dass i keine Einsen enthdlt, die j nicht enthdlt. Diese Eigenschaft definiert i zu einem Unter-
Multiindex von j. Beide Darstellungen sind dquivalent. Da die erste etwas kiirzer ist, wird sie
hdaufiger in den Gleichungen dieses Kapitels verwendet als die intuitivere zweite Darstellung.

Um einen Multiindex zur Auswahl eines Zufallsvektors zu benutzen ist folgende Notation ¢;

oft hilfreich:
Notation 4.

{0,1}" = {0,...,n}

Vie{l,...,n}: t;: P iwi
j

Mit ’x” sei hierbei die gewo6hnliche Multiplikation in Ny bezeichnet.

Bemerkung 12:
t;(i) gibt die j-te Indexposition des Multiindex1 an, falls dieser dort 1 ist. Andernfalls istt;(i) = 0.
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Bemerkung 13:

Im weiteren wird X, = 0 konstant gewdhlt werden. t; wird im Bedingungsteil bedingter Er-

wartungswerte verwendet werden. Die Auswahl von X entspricht somit keiner zusdtzlichen
Bedingung.

Satz 5.1 (ANOVA-Typ-Zerlegung von Funktionen unabhingiger Zufallsvektoren):
Seien n € N, Xy := 0 und X, ..., X,, unabhdngige Zufallsvektoren, und S eine Funktion
derart, dass S,, :== S(Xi,...,X,) eine Zufallsvariable mit endlicher Varianz ist. Sei

<r,r>
vre{071}nA7~ = Z <—1)<T7T>_k Z E(Sn|Xt1(]), oo 7th(j)) 3
k=0 je{0,1}™

<rg>=<j,j>=k

danngilt:Snzgn: Z A, = Z A, .

m=0 re{0,1}" re{0,1}7
<r,y>=m

Bemerkung 14:

A, summiert mit alternierendem Vorzeichen die Summen bedingter Erwartungswerte von .Sy,
beziiglich der durch die Unter-Multiindizes des Multiindex r mit gleicher Anzahl an Einsen
gegebenen Zufallsvektoren X ;. Es handelt sich somit um den Anteil von S,,, der auf genau die
durch r definierten Zufallsvektoren zuriickgeht, bereinigt um den Anteil, der sich durch echte

Untermengen dieser Zufallsvektoren erkldren ldsst. Gezeigt wird, dass sich S, in die Summe
aller A, zerlegen ldsst.

Beweis. Seien Xy, ..., X,,S, S, und A, wie in Satz[5.1] gefordert.
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S o4 = S ED™E Y E(S Xy X))

m=0 re{0,1}" m=0 re{0,1}" k=0 Je{0,1}"
<rr>=m <r,yr>=m <r,j>=<j,j>=k
n m
_ m—k
=) > (-1 > > E(Su| Xty - Xeu(i))
m=0 k=0 re{0,1}" je{0,1}

<rr>=mo<ri>=<j,j>=k

= —k
= Z(—l)mfk (n ) Z E(Sn|Xt1(j), .. 7th(j)) (5.1)

m-—£k/
m=0 k=0 je{0,1}"
<j,j>=k
n n o n—k
k:(] m=k jE{O,l}"
<j,j>=k
n n—=k n — k‘
= (—1)7”( . ) Z E(Sn’Xh(j)?"'ath(j))
k=0 m=0 je{o,1}m
<Gj>=k
= > E(SuXug) - Xigy) = B(SalX1,..., X)) = S,
jeo 1y
<2,0>=n

Die letzte Zeile folgt aus:
m=0 m ) |1 Jfurk =n

Gleichung ergibt sich aus der vorherigen Zeile, aus der Beobachtung, dass alle Multiin-
dizes j mit £ Einsen gleich haufig in der Summe auftauchen. Diese Haufigkeit entspricht der
Anzahl der Moglichkeiten aus den restlichen n — k Indexpositionen m — k auszuwahlen, da
k Einsen in der Zielgleichung bereits durch j bestimmt sind und nur die restlichen Einsen
aus 7 variieren. [

Efron & Stein (1981) beweisen diesen Satz durch Berechnung der Koeffizienten der bedingten
Erwartungswerte, fithren dies allerdings nur fiir den Koeffizienten des auf nichts bedingen-
den Erwartungswerts aus. Karlin & Rinott|(1982) beweisen den Satz ebenfalls durch Berech-
nung der Koeffizienten, beschreiben dies jedoch fiir alle Koeffizienten.

Beispiel 3. Seien X :=0,X; ~ N(1,1), Xo ~ N(2,1) unabhingige Zufallsvariablen,
Sy := S(X1, X3) und S die Funktion:

S:RxR—=R
(a,b) = ab+a+b+3.
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Die durch die vier moglichen Multiindizes r indizierten Terme A, sind dann:
A(O,O) :(—1)070E<32’XU,X0) = E(SQ) =1%x2 + 1 + 2 + 3 = 8,

Ang) =(—1)'""E(S2| X0, Xo) + (1) E(S2] X1, Xo)
=FE(S3|X;) — E(Sy) = (2X; + X; +2+3) —8 =3X; — 3,

A1) =(=1)'"E(S2| X0, Xo) + (—1)' " E(S2| Xo, Xa)

Any =(=1)?"B(Ss| X0, Xo) + (=1)* ' E(S,| X1, Xo)
+ (_1)271E(52|X07X2) + <—1)272E(52’X1, Xz)
=F(S5]| X1, X5) — E(S2|X1) — E(S2|X32) + E(Ss)

=X1 Xy —2X; — Xo+ 2.

Sy ergibt sich nun wieder aus:

So =A0,0) + Ao + A + Aa
=E(S2) + (E(S2|X1) — E(S2)) + (E(S2| Xa) — E(S2))
+ (B(S3]| X1, X3) — E(S2|X1) — E(S2| Xs) + E(S2))
=F(5|X1, X5),

bzw. mit den ausgerechneten Termen der A, :

=X1 X0+ X+ Xo + 3.

Fir die Zerlegungsterme sind im Beispiel folgende Eigenschaften erkennbar, die im Wei-
teren allgemein bewiesen werden:

Zentriertheit bei positiven Indizes (Korollar[5.3] Seite[37)
Fur alle r # (0,0) ist E(A,) =0.

Bedingte Zentriertheit bei Indizes auf3erhalb der Bedingung (Lemma Sei-
te 36)
Fur alle 7 mit ro = 1ist £(A,|X;) =0.
Fur alle r mit r; = list E(A,|X3) =0.
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Paarweise Unkorreliertheit (Lemma/5.4] Seite 37)

E(AunAne) =E(3X7Xs — 6X7 — 3X1Xs + 6X; — 3X1 X5 + 6X; + 3X, — 6)
=6E(X}) —6E(X?) —6+6—-6+6+6—-6=0

E(AqnAer) =B(2X1X7 —4X1 Xy — 2X5 +4Xo — 4X1 X5 + 8X; +4X, — 8)
=2F(X3) -8 —2E(XJ)+8—-8+8+8—-8=0

Fiir alle r # (0,0) ist E(A; Ao0)) = 0.

Notation 5. Zur einfacheren Notation seien im Folgenden:

—

t(r) =t1(r), ..., ta(r) und Xiry = Xta(r)r - -+ » Xtu(r) -

Auflerdem gelten die Bedingungen und Bezeichnungen von Satz[5.1| fiir den restlichen Ab-
schnitt und die daran anschliefenden Abhandlungen tiber Jackknife-Verfahren. Insbesondere

gilt dies fiir X;, .S, und A, .

Fiir die Zerlegungsterme werden nun zwei Eigenschaften der Zentriertheit und Unkorreliert-
heit nachgewiesen.

Lemma 5.2 (Bedingte Zentriertheit bei Indizes aufierhalb der Bedingung):
Seien r, ¢ Multiindizes und es existiere eini € {1,...,n} mitr; = 1 und q; = 0, dann gilt:

E(A|Xg,) = 0.

Beweis. Seien r und ¢ wie in Lemma [5.2] gefordert.
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E(A [ Xqq) = Y. (FUTTE(B(S X)) X))

k=0 s€{0,1}™
<s,r>=<s,s>=k

Y. (YT E(E(SH X)) Xag)

s€{0,1}"
<Sr>=<s,5>

= Y (DB X))

s€{0,1}"
<8,r>=<s,8>

= Z (_1)n_<r7s>E<Sn’Xf(s/\q)) + Z (_1>n_<T7S>E(Sn‘Xf(sAq))

s€{0,1}" s€{0,1}™
<8,r>=<s,8> <8,r>=<s8,8>
s;=0 s;=1
=0

Die letzte Gleichung gilt, da 7 in s A ¢ in beiden Fallen 0 indiziert, aber der Vorzeichenterm
unterschiedlich ist, da < s,7 > von s; abhéangt. A ist hierbei das “bitweise und” d.h. eine
elementweise Multiplikation in dem {0, 1} Raum. Der rechte Term existiert aufgrund der
Voraussetzung r; = 1. [

Efron & Stein|(1981) sagen, dass der Beweis durch Berechnung der Koeffizienten durchfiihr-
bar ist, ohne dies auszufiihren. Karlin & Rinott|(1982) erkliren die hier verwendete Idee als
Teil des Beweises zu Lemma [5.4

Korollar 5.3 (Zentriertheit bei positiven Indizes):
Fir aller € {0,1}"\{0} gilt: E(A,) =0.

Beweis. Nach Voraussetzung existiert ein ¢ mit r; = 1. Angewandt auf E(A4,) = E(A,| X))
zeigt Lemma 5.2 die Aussage. O

Lemma 5.4 (Paarweise Unkorreliertheit):
Fiir alle Multiindizes i, j,1 # j gilt: E(A;A;) = 0.

Beweis. Seieni,j € {0,1}" miti # j. OBdA existiere ein [ mit i, = 1 und j; = 0.

E(Aid)) = BE(A:A;| X)) = E(AE(Ail Xg;)) e =
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Der Beweis entspricht genau dem von Karlin & Rinott| (1982), ist hier allerdings iiber die
Beweise von Lemma [5.2] Korollar 5.3 und Lemma 5.4 verteilt.

Bemerkung 15:

Lemmal|5.4 gilt mit derselben Begriindung auch dann, wenn A; und A; auf unterschiedlichen
Zufallsvariablen S(X1, ..., X,,) und S(Y1,...,Y,) beruhen, wobei furallek € {1,...,n} gel-
ten soll, dass Yy, := X, sein darf, aber alle anderen Zufallsvariablen von einander unabhdngig
sind. Hierbei ist die Einschrdnkung, dass identische Zufallsvariablen in S an derselben Stelle
stehen miissen, auch nur relevant fiir die Notation. Fiir die Beweisidee und die Anwendungs-
moglichkeiten ist dies nicht relevant.

Karlin & Rinott|(1982) benutzen folgendes Hilfsmittel zur Analyse von Jackknife-Statistiken
und beweisen die benétigten Eigenschaften dieses Hilfsmittel mittels der eben gezeigten Zer-
legung.

Definition 5.3. Definiere fiir jeden beliebigen Multiindex r das generalisierte bedingte Va-
rianzfunktional:

Oy = B((B(Su|Xg)))?) = BEX(Su|Xg)

Notation 6. Seien m € N+q, 7, p € N und ZZ’;I pi =nmit Ve 37 < D;

Sei S (T11s- vy Tpyts-v s Timy o s Tppm) > S(T11y ooy Tpy1s ooy Tlms - - - Tp,,m) in den er-
sten p; Argumenten permutationsinvariant und ebenso in den néachsten p; und allen weite-
ren.

Seien die Zufallsvektoren X, ..., X,,; ii.d. und ebenso alle weiteren Zufallsvektorenblocke.
Seien hier, sowie im restlichen Kapitel, die Zufallsvektoren zusatzlich durchgiangig indiziert:
X1:=Xu1, 0, Xy o= Xp1, Xigpy, = X12,..., Xy := X, . Seiq € {0,1}". Dann ist nur
die Anzahl der jeweiligen Argumente in einem Variablenblock fiir das verallgemeinerte be-
dingte Varianzfunktional C; relevant, nicht aber ihre Anordnung. Unter diesen Bedingungen
sei

pi
Cq 1= Cq mit: vie{l,“.,m} T = E qj+Z§;;11pk .
J=1

Bemerkung 16:
Die i.i.d.-Bedingung wird durch die Bedingung der Permutations-Invarianz in den Blocken notig

fiir ¢ und wird auch in den Jackknife-Schdtzern gefordert werden. Fiir C,. und Satz|5.5 ist sie
nicht notig.
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Beispiel 4. Seien XO = O,Xl = X117X2 = X21 ~ N(l, 1),X3 = X12 ~ N(2, 1) un-
abhangige Zufallsvariablen, S5 := S(21y := S(Xi1, Xa1, Xi2) und S die Funktion:

S:R*xR— R

(211, T21, T12) — T11T21 + T12 — 2.

Dann sind
C(2,0) :C(l,l,o)
ZEEQ(XnXm + X192 — 2| X751, Xo1)
=E((X1Xa1 +2—2)%) = E(X})E(X3) =4
denn: E(Xlzl) = VaI'(X11> + E2X11 =1+1
und

€(1,0) :C(l,o,o) = C(0,1,0)
ZEEQ(X11X21 + X2 — 2| X11)
=BE((X11+2-2)%) = BE(X}) =2.

crwird fir die Jackknife-Betrachtungen von grofier Bedeutung sein. Die nachste Bemerkung
deutet bereits darauf hin.

Bemerkung 17:
Es gilt:

2=
und somit:

Var(S,) = cp,

Satz 5.5 (Zerlegung des generalisierten bedingten Varianzfunktionals):
Seir ein Multiindex. Es gilt:

Cr = E(E(S|Xz)%) = > E(4).
ie{0,1}"
<t—r,i>=0
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Beweis.

2
: )

B <ZZA

m=0 ¢e{0,1}"

o)) o(e( 2

<q,q>=m
( < ;@)E( >4 XF(T)))
qe{0,1}n s€{0,1}n
gef0.1

> B(B(A|Xq,) E(As|Xq))

n se{0,1}m

oD Z S B(E(A]Xq,) B(A|Xq,))

qe{0,1}"  se{0,1}"
<q,q—r>=0 <s,s—r>=0

- Z Z E(AQAS)

qe{0,1}"  se{0,1}"
<q,q—r>=0 <s,5—r>=0

= Y E<A§+ > AqAS) D S BAY)

qe{0,1}" s€{0,1}" q€{0,1}"
<¢,q—r>=0 <s,5—r>=0 <g¢,q—r>=0
s#q [

Die zweitletzte Zeile folgt daraus, dass ¢ und s Untermultiindizes von 7 sind und somit alle
Zufallsvariablen, die in A, oder A, eingehen, auch in der Bedingung stehen.

Dieser Beweis entspricht dem von Karlin & Rinott|(1982).
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Beispiel 5. Fiir die in Beispiel angegeben Groflen gilt:
2
(A(ooo ) =E<(E(X11X21 + X9 — 2)) ) =1,

(1 00 E( (X11Xo1 + X12 — 2| X711) — A(0,070))2>
E((Xin—-1)?) =1
=E(A%10)) >

(1 1 o E( (X11X01) — E(X11 X071 + X319 — 2| X11)

— E(X11Xo1 + Xq2 — 2| X91) + EA(o,o,o))2>
:E<(X11X21 — X1 — Xo1 + 1)2>
:E<(X11X21)2 —2X 11 Xo1 (Xu1 + Xo1r — 1) + (X1 + Xo1 — 1)2)

=4-22+2-1)+(24+24+1+1+1-1-1-1-1)=1,

Cuaro =E(AL o) + E(Aleg) + E(AG 1) + E(AfL0)
=1+14+1+1=14

— <(2)> (8) E(Afo0) + (i) (8) E(A} o) + (;) (8) E(Af10) -

Korollar 5.6:
Fiir blockweise permutationsinvariante Funktionen mit i.i.d. Zufallsvektoren in jedem Argu-
mentenblock ldsst sich Satz[5.5 mittels Notation g offensichtlich vereinfachen zu:

p1 Pm m e
ee= - 3 T1 (7)o

i1=0 im=0j=1

mit Az := A, fiir einen beliebigen Multiindex v mit:

Fiir d > b gelte per Definition (Z) =0.
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Aus den jeweils 7; fixierten Zufallsvektoren werden i; ausgewahlt. Dafiir gibt es (:J ) Mog-
J

lichkeiten. Die Summe iiber alle zuléssigen ¢; ergibt die Formel. Das “zuléssig” entspricht der
Unter-Multiindex-Eigenschaft. Die Bedingung fiir A, ist eine unhandliche Formulierung fiir
die naheliegende Idee, dass ein geeigneter Multiindex gewahlt werden kann.

5.2. Jackknife

Das Jackknife-Verfahren kann zur Reduktion des Bias eines Schitzers und zur Schatzung
seiner Varianz benutzt werden. Es basiert auf Mittelungen mehrerer Schatzungen, bei denen
stets nur ein Teil der zur Verfiigung stehenden Stichprobenelemente benutzt wird. Stehen
mehr Stichprobenelemente zur Verfiigung als in den Schatzer eingesetzt werden konnen,
dient das Verfahren auch zur Varianzreduktion. Auch in Féllen, in denen mehr Stichproben-
elemente in den Schitzer eingesetzt werden konnen, kann es vorkommen, dass man sich
auf eine geringere Anzahl beschriankt, um Verzerrungen zu vermeiden, die durch unglei-
che Stichprobengrofien entstehen. In der Mikrobiomanalyse wird oft durch eine erzwungen-
identische Anzahl von Reads versucht, einen Bias in Diversitatsschiatzern zu vermeiden. Die
Anzahl der Reads ist die Anzahl gegliickter Sequenzierungen in einer Probe. Auch an dieser
Stelle werden Jackknife-Verfahren verwendet, um alle Stichprobenelemente verwenden zu
konnen, um die Varianz zu reduzieren.

Im Extremfall lassen sich zwei Stichproben auf jeweils ein Element einschrianken. Auf diese
Weise lassen sich paarweise Abstidnde auf naheliegende Weise tiber ein Jackknife-Verfahren
verwenden. Eine andere Moglichkeit, paarweise Abstande zu benutzen, besteht darin, eine
willkiirliche Teststatistik aus allen paarweisen Abstandswerten zu erstellen und ein Jackknife-
Verfahren zu benutzen, um die Varianz dieser Statistik zu schatzen.

Das Jackknife-Verfahren geht zuriick auf Quenouille (1949), der es als Verfahren zur Bias-
Reduktion vorschlug. Fiir Tests wurde es von Tukey| (1958) vorgeschlagen und im weite-
ren auch als Varianzschatzer genutzt. Asymptotische Jackknife-Verfahren fiir Mehrgrup-
penprobleme wurden von Arvesen| (1969) entwickelt. (Da die Stichprobengréfien in typi-
schen biologischen Datensitzen klein sind, werden sie in dieser Arbeit nicht benutzt.) Nicht-
asymptotische Jackknife-Verfahren fiir Mehrgruppenprobleme mit geeigneten Eigenschaften
wurden von Karlin & Rinott (1982) entwickelt.

Eine praxisrelevante Eigenschaft fehlt einem ihrer Verfahren. Das gruppenbezogene Verhalt-
nis der Stichprobengréfie und der zugehorigen Argumente der Funktion durfte sich nicht
zwischen den Gruppen unterscheiden. Selbst bei geeigneten Statistiken und balanziert ge-
planten Designs kommt es mitunter vor, dass ein Stichprobenelement nicht zur Auswertung
zur Verfiigung steht. In der Agrarwissenschaft mag beispielsweise eine Pflanze nicht wach-
sen, die dementsprechend auch nicht sinnvoll weiter untersucht werden kann. Dann sind
die Gruppengroflen nicht mehr so, wie sie geplant waren. Es ist wiinschenswert, dass ein
Verfahren keine strikten Anspriiche an die Gruppengrofien stellt. Ein weiteres Verfahren,
das sie vorstellten, hatte diese Eigenschaft. Sie erkannten allerdings nicht, dass ihr anderes
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Verfahren auch um diese Eigenschaft erweitert werden kann. Das Verfahren wird in diesem
Abschnitt nun um die Eigenschaft erweitert.

Zunichst sei ein Einstichproben-Verfahren erwahnt, das weitgehend strukturgleich zu dem
Mehrgruppen-Verfahren ist.

Satz 5.7 (Einstichproben Jackknife Varianzschitzer):

Seien X1, ..., X, ii.d. verteilte Zufallsvariablen,p,k € N mit1 < p <n =p+ k und S eine
permutationsinvariante Funktion derart, dass S, := S(X, ..., X,,) eine Zufallsvariable mit
endlicher Varianz ist.

Sei I eine Menge aller (Z) bis auf Permutation unterschiedlichen maglichen Injektionen

{1,...,p} = {1,...,n}.

Sei Sy, = @ > ic1 Sk, der Mittelwert aller (2) moglichen
Zufallsvariablen Sy, ; == S(X;q1), - . ., Xi(p)). Ferner sei

Vk(S) = (n—}l) Z(Sk’l - gk)2 5

p iel

Dann gilt:
Var Sp( X1, ..., X,) < EVi(S).

Fiir die Zufallsvariable T,, := Z§:1 X gilt hier die Gleichheit.

Der Beweis ergibt sich unmittelbar aus Satz 5.8/ mit m = 1.

Bemerkung 18:

Es ist auf den Unterschied zwischen den Bezeichnungen Sy, und Sk,i und der von S, zu achten.
Die ersten beiden sind Jackknife-spezifisch und geben die Anzahl zusdtzlicher Elemente an. Das
p in S, besagt nur, dass die Zufallsvariable auf einer Funktion mit p Argumenten beruht.

Vi schdtzt die Varianz der p-argumentigen Zufallsvariable S,. Fiir den Fall, dass S, als U-
Statistik darstellbar ist, gilt folgende Ungleichung aus Hoeffding (1948):

pVarS, > (p+1) Var Sp41 . (5.2)

Die Varianz einer p + 1 elementigen Form kann in diesem Fall nicht-liberal durch den Vari-
anzschdtzer der p elementigen Form abgeschdtzt werden, selbst wenn diese Schdtzung mit #
geschrumpft wird.

Bemerkung 19:

Das Einstichproben-Jackknife-Verfahren ist in seiner “leave one out™Form, d.h. fiir den Fall
k =1, am bekanntesten, wobei der Dimensionskorrekturfaktor (n — 1)/n aus Gleichung
in der Regel direkt in den Formeln mitreprdsentiert wird, allerdings ohne auf Voraussetzungen
fiir die Anwendung hinzuweisen.
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Der Jackknifeschatzer aus Satz[5.7|l4sst sich fiir mehrere Stichproben und oder Stratifizierun-
gen verallgemeinern. Im folgenden Satz werden teilweise Bedingungen, fiir die eine endliche
Menge ausreichen wiirde, fiir ganz N gefordert, da hieraus keine Einschrankungen entstehen
und die ohnehin aufwendige Notation etwas tibersichtlicher wird.

Satz 5.8 (Mehrgruppen-Jackknife):

Seien  Xi1,...,Xp100.d X9, oo, Xopottudes o5 Xy ooy Xy, om 0.0.d. - unabhdngige
Zufallsvektoren, jeweils mit endlicher Varianz. Die Semikolons trennen die Zufallsvektoren
in verschiedene Blocke. Das “i.i.d.” bezieht sich jeweils auf die Zufallsvektoren, die in dem
entsprechenden Block stehen.

Seien 0 < p1,...,Pm,k1,...,km € Nsg mitVjen : pj + kj = n; und v := maxjen p;/n; -
Sei S :(T11, .y Tpy1se o Tams - Tppm) = S(T11, -+ s Tpy1s - Ty - - -, Tpum)  €INE
Funktion, die invariant unter Permutation der ersten n, Argumente und ebenso unter den
ndchsten ny, usw. bis zu den letzten n,, ist, mit der Eigenschaft, dass

Sprpm =S (X1, Xpi1s o3 Ximy - -« Xp,m) eine Zufallsvariable mit endlicher Vari-
anz ist.

Fiir alle j € N sei I; eine Menge aller (Zj) bis auf Permutation unterschiedlichen moglichen
Injektionen {1,...,p;} — {1,...,n;}.

Sei Sy, ..k = m;(nj) Zileh,...,z‘melm SkyooFom.iroim der Mittelwert aller HT:1 (Zj) mogli-

a=1
chen Zufallsvariablen der Form
S,;’; 1= Sy ki1 seeim = S(Xil(l)la o 0 0. 2 () o 0 0 § 2K (Wi o o - ;Xim(pm)m>-

Seien

1
K:=K(pi, . ,Dm,M1y M) (1—7)H;n:1(z;)
und
Vi b (S) = K Z (S Fomsitsiims = Skt ) -
i1 €D15sim €l
Dann gilt:
Var Sp, . pm (X11s -, Xpi1s o3 Xy oo s Xpom) < EVig 1 (S) (5.3)

Fiir die Zufallsvariable T = X1+ ...+ Xp1 + ...+ Xo + ...+ X}, gilt hier die
Gleichheit, fallsVjen @ pj/nj =

Bemerkung 20:

Satz und der folgende Beweis sind Erweiterungen von denen, die |Karlin & Rinott (1982)
verdffentlicht haben. Der Satz, den sie “Theorem C” nennen, ist fiir den Fall m = 2 angegeben,
sie sagen jedoch, dass er auf beliebiges m verallgemeinerbar sei. Dariiber hinaus unterscheidet
er sich von Satz([5.8 darin, dass sie fiir den gesamten Satz fordern

FreQVie(r,.my : Dj/Mg ="
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Eine Verallgemeinerung, wie hier vorgestellt, hielten sie explizit fiir nicht moglich. Hier wird in
dem Beweis zu Satz (5.8 gezeigt, dass eine Normalisierungskonstante gewdhlt werden kann, die
fiir alle Statistiken, die die Voraussetzung des Satzes erfiillen, zum Einhalten der Varianzunglei-

chung fiihrt.

Wie zu Beginn der Sektion beschrieben, macht diese Erweiterung das Verfahren fiir viele prak-
tische Probleme erst nutzbar.

Der folgende Beweis beruht, genau wie Karlin und Rinotts, auf folgenden Prinzipien:

« Die Ungleichung (5.3) wird dadurch nachgewiesen, dass gezeigt wird, dass die Differenz
zwischen der Erwartung des Varianzschdtzer und der Varianz der Zufallsvariable Sz nicht-
negativ ist.

« Die Varianz wird mittels des generalisierten bedingten Varianzfunktionals in der Form
aus Bemerkung|[17 dargestellt.

« Der Varianzschdtzer wird ebenfalls in generalisierte bedingte Varianzfunktionale zerlegt.

« Die Erwartungen der entstandenen Unterterme werden umgeordnet, mittels Korollar[5.6
ersetzt und mit den entsprechenden Termen, die aus der Varianz hervorgegangen sind,
verrechnet.

« Dies ergibt eine Summe nichtnegativer Terme und zugehoriger Koeffizienten. Der Nach-
weis der Nichtnegativitit dieser Koeffizienten schliefSt den Beweis von Ungleichung (5.3)
ab.

Den Nachweis, dass die Koeffizienten nichtnegativ sind, iiberlassen|Karlin & Rinott (1982) ihren
Lesern, mit dem Hinweis, dass dieser aufwendig sei. Die Gleichheit fiir lineare Schdtzer in Un-
gleichung wird von ihnen nicht explizit gezeigt.

Da sowohl die Varianz der Summe unabhdngiger Zufallsvariablen in die Summe der Varianzen
dieser Zufallsvariablen zerfallt, als auch der Varianzschdtzer der Summe unabhdngiger Zufalls-
variablen in die Summe der Varianzschdtzer dieser Zufallsvariablen (Lemma und Satz ,
ist diese Aussage auch naheliegend und aufSerdem praktisch nur bedingt relevant, da fiir die
zerlegte Situation der gewohnliche Stichprobenvarianzschdtzer verwendet werden kann. Die Be-
deutung der Gleichheitsaussage liegt hauptsdchlich darin, dass sie zeigt, dass die Normalisie-
rungskonstante ohne genauere Kenntnis des Schdtzers nicht verringert werden kann.

In wie weit der restliche Teil des Beweises nach Gleichung (5.4) dem dhnelt, was sich Karlin und
Rinott vorgestellt haben, ist mangels Angaben der Autoren nur schwer einschdtzbar.
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Beweis von Satz[5.8 Unter den Voraussetzungen und mit den Notationen aus Satz [5.8|folgt:

11E€11;..im EIm 1€ im €L
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j=1
m . B P;
jl_Il(pj) i Z TZ—OCTH< )(p]—T’])'

r1=0 7j=1

n
N
p 11€015..5imE€Im
n
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Die letzte Zeile folgt aus den Bemerkungen [17]und[15] Satz[5.5 Notation [6| und dem kombi-
natiorischen Argument, dass es (ffj) (Zj:f;) Moglichkeiten gibt, im j-ten Variablenblock 7;
Zufallsvektoren auszuwihlen, die zu den ersten p; in diesem Block gehéren und die restli-
chen p; — r; aus anderen Zufallsvektoren dieses Blocks.

Es bleibt zu zeigen, dass die Differenz zwischen Erwartungswert des Varianzschatzers und
der Varianz der Zufallsvariable nichtnegativ ist. Das Symbol i fiir die Injektionen tritt im
weiteren Verlauf nicht mehr auf und wird stattdessen an geeigneter Stelle als Multiindex
wiederverwendet.

01 (69) E o0 8 1 ()] () R

(e ) (35 St () o
(S B8 Sl ) e
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Gleichung (5.4) ergibt sich durch Zusammenfassen der czs und Ersetzung von c; und ¢y mit-
tels Korollar 5.6l

Da alle £ (A%) > 0, ist die Aussage gezeigt, wenn die Koeffizienten fiir alle ;nichtnegativ
sind.

-

Fallunterscheidung (1) ¢ 0:

((HG) )+ (£-EROG-)
+((f1G))- (5 206 62) -

rm=0 j=1

Das Ergebnis 0 folgt dabei iiber Induktion (die im nachsten Block nachgeholt wird) daraus,
dass fiir jedes j die Anzahl der Moglichkeiten aus einer n; elementigen Menge p; Elemente
auszuwahlen, der Summe der Anzahlen der Méglichkeiten entspricht, aus den ersten p; Ele-
menten 0, bzw. 1,2,..., p; Elemente auszuwiahlen und die jeweils restlichen Elemente aus
den verbleibenden n; — p; Elementen:

P
o (1) = 35 (2) (7.
Dj =0 N3/ \Pji T

j ist 0 fiir m = 0, aber die obige Gleichung gilt generell und wird dementsprechend auch
im nachsten Schritt benutzt werden. Im Induktionsschluss wird ein zusétzlicher Faktor f;,
der nicht von r abhingt, auf beiden Seiten eingebaut, der fiir den aktuellen Fall konstant
1 ist, aber in einem spéteren Schritt des iibergeordneten Beweis als (1;]]) benotigt wird. Im

Induktionsanker ist er trivial und der Ubersichtlichkeit halber ausgelassen worden.

asyey e 1 Nm+1 — Pm+1 - o T j j
> H(]?j)fj: ( Z_ (]::11) (pm+1 —f il)me)(Z Z H (1:]) ( pj>fj>

7=1 Tm+1=0 r1=0 7rm,m=0j =1
P1 Pm Pm+1 m
= (X () (o T (T2 (2 27)
r1=0 7m,=0 7‘7n+1:0 Tm+1 pm+1 N rm+1 ]:1 T] p] N T] !
p1 Pm Pm+1 m
_ Z ‘ Z Z (Pm+1> (nm+1 —Pm+1)f +1H (pj> (nj _pj)f.
11=0  1m=0 \ Tmi1=0 T'm41 Pm4+1 — Tm41 j=1 Ty pj—7j ’

S50 (BIERAY

r1=0 7pp1=0 j=1 D J
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Damit ist der Fall i = 0 vollstandig bewiesen.

Fall (2)7 # 0 :
Uberspringe aulerdem die Produktterme mit Binomialkoeffizient = 0 .

Eine verwandte Betrachtung zur Partitionierung einer Menge in drei Teilmengen fiithrt zu
einer weiteren Anwendemoglichkeit der obigen Gleichheit und vereinfacht die anderen Ko-
effizienten: Die Anzahl der Moglichkeiten, aus einer p; elementigen Menge eine 7; elemen-
tige und aus dieser wiederum eine i; elementige auszuwihlen, entspricht der Anzahl der
Méglichkeiten aus den p; Elementen 7; Elemente auszuwahlen und aus den verbleibenden
p; — 1; die restlichen r; — i; Elemente:
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Der Subtrahend besitzt dieselbe Form wie der Term im vorherigen Induktionsbeweis. Daher
lasst er sich genauso umformen:
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Das erste K und das erste Produkt konnen fiir die Abschéitzung ausgelassen werden. Einset-
zen von K in die restliche Gleichung fithrt anschlieflend zu:
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()~ (T 2)) - (o s, 2)TIC))

(G (- (Fe) (- s 2)
() (G 2) - (T15))

pPj
J

Das ausgeklammerte Produkt kann wieder vernachléssigt werden.

Betrachtungen zu den verbleibenden Termen: Es gibt fiir alle 7; mindestens so viele Moglich-
keiten p; Elemente aus einer n; elementigen Menge zu wihlen, wie es Méglichkeiten gibt
p; — 1; Elemente aus einer n; — i; elementigen Menge zu wihlen, da sich der zweite Fall
immer auf den ersten durch Hinzufligen neuer aber fest ausgewahlter Elemente erweitert
abschétzen lasst. Das Produkt der Quotienten der Binomialkoeffizienten wird daher mit je-
dem Faktor hochstens kleiner. Es reicht daher aus, die Nichtnegativitit der Differenz fiir ein
frei wahlbares j nachzuweisen.

Auferdem reicht es fiir die Abschétzung aus, das Maximum der p; /n; durch den Quotienten
fiir dieses j zu ersetzen. Offensichtlich kann das nicht fiir ein j mit ¢; = 0 funktionieren.
Da der Fall 7 = 0 schon bewiesen wurde, existiert nach Voraussetzung mindestens ein j mit
15 > 0. Es sei ein solches j gewihlt.

Der Beweis wird hiermit auf den Fall eines einzigen Argumentenblocks zuriickgefiihrt, d.h.
einer Zufallsvariable der Form S(Xj,...,X,). Der Index j wird im weiteren weggelassen,
d.h.

n =n;,i = 1;,p = p;. Aus demselben kombinatorischen Argument, das nach dem letzten
Gleichungsblock genannt wurde, ergibt sich, dass ein Beweis fiir 7 = 1 ausreicht:

p  (n=1)lpl(n —p)! P (n—1)!p! P
n (p—Dn—-ph! n (- n
Damit ist die Aussage, dass dieses Jackknife-Verfahren die Varianz in Erwartung nicht un-
terschatzt, bewiesen.

Es bleibt die Gleichheitsaussage fiir die Zufallsvariable 7" zu zeigen. Die ANOVA-Typ Zer-
legung der Zufallsvariable 7' besteht aufgrund seiner Linearitdt und Unabhangigkeit der
Zufallsvektoren gemaf3 Satz und der zugehorigen Bemerkung [14] nur aus den A; mit
<i,i> < 1. Fiir i = 0 wurde der Koeffizientenvergleich mit der Varianz bereits im Zuge
des obigen Beweises durchgefiihrt. Es bleibt die Gleichheit fiir alle Koeffizienten mit 7 mit
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< 1,17 >=1 zu zeigen. Hierfiir bietet es sich an folgende Zeile aus obigen Beweis wieder auf-
zugreifen und gleich Null zu setzen:

7j=1
h - (Zj:zzj)
&— — —— =0
1)
y4 (Zj:i) .. S
&— — — =0 fur das j mite; = 1.
n (nj) J
1 v,

Die letzte Gleichheit wurde bereits am Ende des Beweises zur Ungleichung gezeigt. Damit
ist der gesamte Beweis abgeschlossen. [

Durch Anpassung der Zufallsvektoren kann 7" aus Satz|5.8|als allgemeiner linearer Schatzer
verwendet werden.

Beispiel 6. Mit der Notation aus Satz[5.8|und fiir die Situation zweier unabhangiger Stich-
proben, m = 2, Zy,...,Z,, t..d. und Y, ... Y, i.i.d. schatzt T' die Erwartungswerts-
setzt wird, wobei p; und p» beliebige Zahlen des Definitionsbereichs sein konnen.

Betrachtet sei der “leave one out” Fall p; = 2, p» = 5, ny = 3,n9 = 6.

Hierfiir gelten v = %, K1'= %@) (g) = 3und

N N A e W L £
X1, Xo1; Xi2, Xoo, X320, Xug, X52) 1= — + — .

S(X11, Xo1; Xig, Xog, Xz2, Xu, X52) 5 + 5 + 5 + 5 + 5 + 5 + 5

I lasst sich als I ={i:{1,2} — {1,2,3}]i(1) < i(2)} wahlen und I, als

I ={i:{1,2,3,4,5} — {1,2,3,4,5,6}]i(1) <i(2) <i(3) <i(4) <i(5)}.

Damit ergibt sich:

_ 1
Sl,l - (3) Z Z S(XLllaXLQl;XT127XT227XT327XT427XT52)
1

6
(1 1<11<12<3 1< <Ta<T3<14<75<6

)
ZL1+ZL2 K1+K2+K3+}/&4+Y25
1<11<12<3

1< <ta<t3<ta<ts <6

() ()0
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Die Umformung der Summen von der vorletzten auf die letzte Zeile lasst sich damit recht-
fertigen, dass jeder Zufallsvektor genau 2 (bzw. 5) Mal in der jeweiligen Summe auftaucht,
was wiederum genau dem Nenner entspricht. Fiir den Varianzschitzer zu S, 5 gilt nun:

‘/11 Z Z (S(XLllaXLQl;X7'127X7'227XT327XT427XT52) - S'1,1)2

1<11<12<3 1< < <15<6

2
T > (ZL1—2FZL2_Y71+-5-+YTS_Z+)—/)

1<11<2<3 1< < <15<6

1 Zy+Zy N\ (Yed Y\
= _ E I e R T Y
3 (( 2 ) i ( D )
1<01<e2<3 1< <+ <715<6

_Q(M_Z> (Yﬁ+~~+YT5_?))
2 5 '

Der dritte Summand wird 0, da kein ¢ in den Y -Term und kein 7 in den Z-Term eingehen
und die Terme einzeln aussummiert gleich 0 sind.
Ebenso lassen sich die beiden verbleibenden Summanden einzeln summieren:

c,o|>—x

Oolr—t

ZL1+ZL2 ~ 2 K1+"'+K5 ¥, ?
e 3 Q(T_Z)+ 5 (f_y)

1<L1<L2<3 1<11 < <1556

Il
[\
N\
(UV)
N
[N}
N
N\
N——
+
VR
D
h<
ot
h<
"<\
N————

1 1 I+ Z Yi+---+Y:
> EVar(Z)JrgVar(Y): Var ( 1;— 2) + Var (%) = Var(S5) .

Wire py = 4 gewahlt worden, hatte sich eine genaue Varianzschéatzung ergeben:
2 Jo— 1(3) (6
v=5 K= 3(2)(4) =15

7 7 -Y; Y- -Y: -Y,
S( X1, Xor; Xia, Xog, Xgo, Xao) = 714- 72+ 41 + 42 + 43 + 44
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- 1
31,2 = Z Z S<XL117XL21;XT127XT227XT327XT42)
<

2<3 1< <T2<13<T4<6

1 Z, + 7 Y, +Y, +Y,.+Y
= — 1 i St 3! L2 L3 7

1<1<t2<13<14<6

Bei der Summenumformung zur letzten Zeile wird wieder beachtet, dass alle Zufallsvek-
toren Y, gleichhaufig auftauchen. Y} fehlt in dem Summand genau dann, wenn¢; > 1.Die
Haufigkeit hierfiir entspricht der Anzahl der Moglichkeiten aus der Menge {2, 3,4,5,6}
vier verschiedene Zahlen auswahlen zu konnen. Jeder Summand tritt demnach mit der
Haufigkeit (2) — (Z) = 10 auf. Fur die Varianzschétzung ergibt sich:

‘/12 Z Z (S(XL117XL21;X7—127X7—22;X7—32;X7—42) — 51’1)2

1<L1<L2<3 1<71 < <11 <6

IS

1<L1 <t2<3 1< << <6

<
5, (5 ()
E

2y + 2, i Yo+ +Y,
2

2
—Z+Y
- 247)

1<L1 <12<3 1< < <14<6

_ Z (ZL1+ZL2_ L2 (K1++K4_}7)2
1<L1< -<14<6 4

1<11<t2<3

_131(2 23 < L_Ty/)Q
_222 B 1522;1 4 B '

=1 =17

Der zweite Term lasst sich durch Verdopplung des Wertebereichs von 7 (ausgeglichen
durch Korrekturfaktor %) und anschliefender 0-Addition des “+ = 77-Falls vereinfachen:

%ZZ(Y;K+Y;YT> - (ZZ (V=) + (¥ - YT))Q—; (27 25@)2)

=1 T#L =1 7=

[y

HEEE o ST S R o e
160 <= 160 & 20 &
11, 2 11,
Und damit gilt: Via(S) = 5Zﬁ(z—zb) + 123<Y—K)27
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1 1 Zi+ 7 Yi+.. . 4Y
E(Vl,z(S)):§Var(Z)+lear(Y): Var ( Lt 2) + Var (M

5 1 ) = Var(S24) .

5.2.1. Genauigkeit der Varianzschitzung

Beispiel [] zeigt eine aufwendige Berechnung der erwarteten Varianzschatzung und deren
Abweichung von der tatsdchlichen Varianz. Das Beispiel liegt in einer Klasse von Schitzern,
fir die sich theoretische Aussagen zur Genauigkeit der Varianzschatzung formulieren las-
sen:

Satz 5.9 (Bias des Varianzschitzers V;;(T') bei ungleichen p;/n; Werten):
Esseien  Vjcq,..myTj = X1+ ...+ X,,; m unabhdngige Zufallsvariablen.
Der Bias des Schdtzers Vi:(T) fiir die Varianz von T' = Z;n:l T aus Satz ist dann:

(kj/n;) — mingeqr . my (ki/mu) T T
mlnle{l ,m} (kl/nl) "

EVy(T) — VarT = Z

Der Faktor, um den die Varianz des Schdtzers T' in Erwartung gestreckt wird, ist:

EVi(T i (kj/n;) VarT;
VarT mine(i,. m} (kl/nl) VarT -

J=1

Bemerkung 21:
Die T} aus Satz|5.9 besitzen alle die Struktur vonT" aus Satz|5.7, bzw. der einzelnen Blocke aus

Satz[5.8

Beweis von Satz[5.9 Der Beginn des Beweises ist etwas allgemeiner gehalten und wird fiir
Schiatzer durchgefiihrt, die in Summen von Funktionen von den in Satzdeﬁnierten Blocken
von Zufallsvektoren zerlegt werden konnen. Diese Blocke seinen hier, wie in Satz|5.9| gefor-
dert, untereinander unabhéngig.

Fiir die zugehérigen Zufallsvariablen S gilt: Sp=1 0, §j .

Fiir die S Notation aus Satzfolgt unmittelbar: Sy = 7" | S = S;=>".5;.

=1

Fiir beliebige 7 € ) x ... X I, gilt:

_ 1
ES; = —m——Fi~ ESgy= ES =55
g Hj:l (kf) ilellgmelm § p
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Fiir Differenzen dieser Terme entspricht, wegen der Zentriertheit, das zweites Moment der
Varianz. Der Erwartungswert des Schatzers V' lasst sich nun vereinfachen:

1 ~\2
E“/H S — m n. E SH;_ k
k( ) (1 - 7) Hj:l (/cj) ilellgme.[m ( y k)

1 —
:<1—v>nm ), Vaf(sfs,f—sfz):mwr(sﬁ—sg)

J=1\k;/ i1€l,....im€In

ZVar(S S, ) = ( —

FirT = S gilt nun:

1— 2

T () - S sy

=1 — MaXef1,..,m} 5,

R (k;/n;) (T
—mele{l (k‘l/nl)v (Tj)

Gleichung[5.5/gilt, da der Quer-Opperator (7), aus Satz[5.§|linear ist. Die Blécke kénnen daher
separiert werden. Weil sie unabhangig sind, lasst sich die Summe anschlielend vollstindig
aus der Varianz herausziehen.

Die Formel zur Varianzstreckung ist damit offensichtlich. Die Formel fiir den Bias folgt aus
Var T'= 3" Var Tj . O

Simulationsansatz: Fiir jeden praktischen Anwendungsfall mit bekannt angenommener
Verteilung lasst sich eine Varianziiberschdtzung mit Simulationen quantifizieren. Ein appro-
ximativer Algorithmus ist im Folgenden angegeben und wird auf Beispiel [l angewandt.

Simulationsroutine

getrandpermcols = function(n,p,reps=1000)
replicate (reps, unlist(Map(function(a,b)a+b,
Map (sample . int ,n,p), head(cumsum(c(0,n)),-1))))

V = function(k,n,x,S,perms, Sbar=mean(apply(perms,2,function(idx)S(x[idx]))))
mean ((apply (perms,2,function(idx)S(x[idx]))-Sbar)«=2) / min(k/n)

Smeandiff.2.5 = function(x) mean(x[1:2]) -mean(x[3:7])

set.seed (123)
Vwert = mean(replicate (1000, V(c(1,1), ¢(3,6), rnorm(9),
Smeandiff.2.5, getrandpermcols(c(3,6),¢c(2,5),1000))))
Varianz = var(replicate (1000, Smeandiff.2.5(rnorm (7))))
Vwert / Varianz
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Simulations-Ergebnisse:

Vwert =1.2075 ~ 1.2 = 1 Var(N(g 1)) + & Var(No,1))
Varianz =0.7023861 = 0.7 = Var(Smeandiff.2.5)
Vwert/Varianz =1.71914

Simulationsumgebung: Wenn fiir einen Versuch ein Abstandsmaf (oder eins von mehre-
ren in Frage kommenden) verwendet werden soll, wire dieses R-Skript nur bedingt geeignet
um eine geeignete Kombination eines Varianzschétzers und einer Statistik zu finden. Eine
vollstdndige Simulationsumgebung fiir Aquivalenzteste, die von mir im Rahmen dieser Dis-
sertation erstellt wurde, befindet sich im Supplement (DOI 10.13140/RG.2.1.3287.6407) von
Antweiler et al|(2017). Die Simulationsumgebung wurde entwickelt, um beliebige Kombina-
tionen aus Varianzschétzer und Abstandsmafl und darauf beruhender Statistik in umfang-
reichen Szenarien mit kleinen Stichprobengroflen zu untersuchen. Design-Ziele waren Kor-
rektheit, Reproduzierbarkeit, Dokumentation und Geschwindigkeit. Die Simulationsumge-
bung besteht aus verschiedenen Bausteinen. Die Hauptroutinen sind in C geschrieben. Einige
Abstande, Abstandswertkombinierer, Transformationen und Varianzschatzer (einschlie3lich
dem oben definierten mit vollstandigen nicht-zufélligen Permutationen) sind bereits enthal-
ten. Weitere lassen sich in Form von kompilierten C-Funktionen hinzulinken, ohne dass das
Programm selbst recompiliert werden muss. Die Parameter fiir die Simulationen werden in
einer SQL1te3 Datenbank definiert. Beim Ausfithren des Programms werden diese mit den
Simulationsergebnissen, einem Time-Stamp, der Versionsnummer und Hash-Werten des Si-
mulationsprogramms und von eventuell verwendeter Daten verkniipft und in dieser Daten-
bank hinterlegt. Um die Simulationen durch die Parameter flexibel steuern zu kénnen, wur-
de eine Interpreter-Routine fiir elementare Matrix- und Vektoralgebra als Bestandteil des
C-Programms implementiert. Reale Daten konnen ebenfalls in einer SQL1 t e 3-Datenbank
hinterlegt und fiir die Simulationen oder Daten-Analysen benutzt werden. Zur Integration
der Daten in die Datenbank wurde ein awk-Skript geschrieben, dass Daten aus csv-Dateien
auslesen kann. Front-Ends fiir SQL 1 t e 3-Datenbanken konnen als Benutzeroberflachen fir
die Definition der Simulations-Szenarien verwendet werden. Installation und Benutzung des
Programms ist in der Datei “README” beschrieben, die dem Programm beiliegt.

Bemerkung 22:

Aus einer Konservativitdt eines Varianzschdtzers folgt noch nicht die Konservativitdt des dar-
auf aufbauenden Tests. Fiir den Datensatz, fiir den dieses Jackknifeverfahren gewdhlt wurde,
stellte sie jedoch die entscheidende Komponente dar. Bei einem Test, der eine breite Wahl an
Teststatistiken erlauben soll, empfiehlt es sich zusdtzlich, den Test fiir die gewdhlte Statistik in
Simulationsstudien mit theoretischen und resampleten realen Daten zu iiberpriifen.
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6. Der Testablauf insgesamt

Zusammenfassend lasst sich der vollstandige Testablauf folgend darstellen:

Messungen: (Abschnitt
Fir den Test werden drei verschiedene Gruppen beprobt:

+ Eine Behandlungsgruppe, tiber die eigentlich die Aussage getroffen werden soll.

« Eine Kontrollgruppe, die gegen die Behandlungsgruppe verglichen wird. Aus der Kon-
trollgruppe kann auch eine zusétzliche Stichprobe gezogen werden, die fiir die Schét-
zung der Aquivalenzschranke verwendet wird. Es kann aber auch dieselbe Probe fiir
die Schrankenbestimmung wie fiir den Vergleich zur Behandlungsgruppe verwendet
werden.

« Eine dritte Gruppe, die nur zur Schiatzung der Aquivalenzschranke benétigt wird. Sie
wurde einer anderen Behandlung unterzogen, deren Effekte als akzeptabel angesehen
werden. Falls bereits ein Schrankenwert bekannt ist, kann auf diese Gruppe verzichtet
werden.

Beispiel 7. In einer Kontrollgruppe “x” liegen die beiden 2-dimensionalen Messungen
1 = (3,5) und x5 = (2,4) vor. In einer Behandlungsgruppe “y” die drei Messungen
y1 = (4,5) yo = (4,7) und y3 = (2,3). In der dritten Gruppe “z” die zwei Messungen
z1 = (6,8) und 25 = (5,9).

Paarweise Abstandsmafle: (Abschnitt und Anhang [A))

Um die Information der hochdimensionalen Daten geeignet zusammenzufassen, wird ein
sinnvolles Abstandsmaf} benutzt, fiir das die Teststatistik spater anndhernd normalverteilt
erscheint. Fiir die Mikrobiom-Daten empfiehlt sich der relative Bray-Curtis Abstand (Defini-
tion[4.1] Seite[25), der proportional zum Abstand der 1-Norm ist. Mit dem gewahlten Abstand
werden alle paarweisen Abstiande der Behandlungs und Kontrollgruppe berechnet, so dass
eine Matrix aus Abstandswerten entsteht. Je nach verwendeter Teststatistik werden auch die
Absténde innerhalb jeder der Gruppen berechnet. Ebenso wird mit der dritten Gruppe und
der Kontrollgruppe verfahren.

56



Fortsetzung von Beispiel
Als Abstandsmaf3 werde der quadratische Maximumsabstand
d(a,b) — max((a; — b1)?, (as — by)?) verwendet. Damit berechnen sich die Abstinde:

(d(xl,yl) d(z1,2) d(wl,y3)>

d(w2,y1) d(w2,y2) d(2,y3)

_ <max (3=4)%,(5-5)%) max((3—4)2 (5-7)?%) max((3-2)%(5— 3)2)) _ (1 4
max (( 4)2,(4—5)? ) max ((2 —4)% (4 — 7)2) max (( )

und

(i) =)

Teststatistik: (Abschnitt[4.2.2)

Die Abstandsmatrix aus Behandlungs- und Kontroll-Proben wird zu einer einzelnen Zahl zu-
sammengefasst. Eine einfache und gute Méglichkeit hierfiir ist Gleichung von Seite
Diese kann direkt als Teststatistik verwendet oder vorher noch transformiert werden, um die
Verteilung besser an eine Normalverteilung anzupassen. Die Transformation sollte einfach
und intuitiv sein, wenn die Stichprobengrof3e klein ist. Bei quadratischen Abstidnden bietet
sich eine Wurzeltransformation an, die gegebenenfalls an den moglichen Wertebereich an-
gepasst werden muss. Die Aquivalenzschranke ergibt sich durch dieselbe Rechnung mit der
Abstandsmatrix aus der dritten Gruppe und der Kontrollgruppe.

Fortsetzung von Beispiel
Fir die Teststatistik wird Gleichung (4.1) verwendet

Ny

1 23
chlxl,yj_ 3(1+4+4+4+9+1) =

i=1 j=1

nwy

und Wurzel-transformiert 7'(x,y) = |/rp, = 1/23/6 ~ 1.96 .
Die Aquivalenzschranke berechnet sich zu

VT, 2) = /59 + 16 + 16 + 25) = \/66/4 ~ 4.06.
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Varianzschitzung: (Abschnitt [5.2)

Viele Verfahren zur Schatzung der Varianz der Teststatistik sind bei kleinen Stichproben sehr
liberal. Eine Ausnahme stellt das Jackknife-Prinizip dar. Eine Version fiir mehrere Gruppen
wurde hier an nicht-balancierte Designs angepasst. Ein Jackknife-Verfahren schitzt die Va-
rianz einer Statistik, in der nicht alle Stichprobenelemente eingesetzt sind. Oft kann diese
Varianz als konservative Schéatzung der vollstandigen Teststatistik interpretiert werden. In
einigen Fillen lassen sich auch Korrekturfaktoren fiir die Ubertragung auf die vollstindige
Teststatistik angeben - siehe Bemerkung

Fortsetzung von Beispiel

In dem 2-Gruppen Jackknife-Verfahren sollen aus der Behandlungsgruppe jeweils 2 und
aus der Kontrollgruppe jeweils eine Probe verwendet werden. Im Sinne von Satz |5.8) ist
somitn = (2,3), p = (1,2), k = (1,1),y = 2/3und K = 3(%) () = 18, wenn “x” den
ersten Block und “y” den zweiten bezeichnet. Wie das Verfahren ausgefiithrt wird wur-
de bereits ausfiihrlich in Beispiel [f| demonstriert. Daher werden hier nur die relevanten
Zwischen- und Endergebnisse aufgelistet: Es ergibt sich

51,1 z(g)%@%(%t 1)+ \/%(4+ 1)+ \/§(4+9)+
VEa+ 0+ Ha+ 9+ 0+ 0) ~ 192

und schlieB3lich als konservative Varianzschiatzung fur 7'(X,Y):

o =3((V5—1.92)" + (V572 - 192)° + (V13/2 - 1.92)"+
(2-1.92)" + (V572 - 1.92)" + (V/5/2 ~ 1.92)") ~ 3085 ~ 5.76.

Konfidenzintervall: Mit dem Wert der Teststatistik und ihrer Varianz lasst sich ein normal-
verteiltes Konfidenzintervall angeben. Um Abweichungen von der Normalverteilung abzu-
puffern oder an dieser Stelle keine Liberalitat zu erzeugen, kann die Formel fir t-Verteilungen
verwendet werden. Aus diesem Gesichtspunkt kann der Freiheitsgrad auch grof3ziigig ge-
wihlt werden, beispielsweise als Anzahl der Stichproben beider Gruppen.

Fortsetzung von Beispiel

Mit der Formel eines 1-seitigen NV-Konfidenzintervalls (co, 7' 4 1.644/ \E(?)) zum Ni-
veau o = 0.05 ergibt sich die Abschitzung (oo, 1.96 4+ 1.64+/5.76) = (00, 5.90) .
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Testentscheid: Wenn der obere Rand dieses Konfidenzintervalls die Aquivalenzgrenze
nicht tiberschreitet, ist der Test signifikant.

Fortsetzung von Beispiel

In dem Beispiel liegt die Aquivalenzgrenze 4.06 innerhalb des Konfidenzintervalls
(00,5.90). Der Test wire daher nicht signifikant. Die Stichprobe war allerdings auch
sehr klein.

6.1. Version mit Schranke pro Stichprobenelement

Die Verwendung einer 6kologisch bedeutsamen Schranke passt hauptsdchlich zu der Idee,
dass diese Schranke hochstens selten iiberschritten werden sollte, und die Fille mit Uber-
schreitungen schlimm sein konnten. Das vorgestellte Verfahren iiberpriift hingegen, ob (iiber
Stichproben) gemittelte Werte unterhalb der Schranke liegen. Bei einem kleinem Standard-
fehler kann ein Grof3teil der Stichprobe jedoch oberhalb der Schranke liegen. Die Stichpro-
bengrofien sind momentan klein genug, dass das unwahrscheinlich ist, es lasst sich aber
auch ein Verfahren verwenden, dass genau fiir das Problem der individuellen Einhaltung der
Schranken konstruiert ist.

Hierfiir werden die Eintrage der Abstandsmatrix mit Hilfe der Schranke in dichotome Werte
transformiert: 1 fir Giberschritten und 0 fiir eingehalten. Der Test kann dann mit dieser neuen
Abstandsmatrix anstatt der urspriinglichen durchgefithrt werden. Es wird dann allerdings
eine weitere Aquivalenz-Schranke benétigt - diesmal fiir den Anteil der Stichprobenpaare,
denen man zugestehen will, die erste Schranke zu iiberschreiten.

Einfacher wére es, fast nur Proben aus der Behandlungsgruppe zu sammeln und fiir diese
anschliefend Abstandswerte zu einer einzigen Kontrollprobe zu berechnen. Die dichotomen
Abstandswerte konnten dann als unabhéngige Messwerte aus einer Bernoulli-Verteilung
betrachtet und mit einem Binomialtest iiberpriift werden. Die zweite Schranke (der Wahr-
scheinlichkeitsparameter des Tests) wire dabei etwas intuitiver und die Test-Durchfithrung
weniger aufwendig und verteilungsunabhéngig (im Sinne der urspriinglichen Daten) durch-
fihrbar. Alternativ zur Verwendung einer einzigen Kontrollprobe kénnen auch jeweils die
Abstiande zu allen Kontrollproben berechnet und fiir jede Probe der Behandlungsgruppe de-
ren Maximum genommen werden. Letzteres wird in folgendem Beispiel vorgefiihrt.

Beispiel 8. Es werden die Zahlen aus Beispiel [7| verwendet. Als Schranke wird das Mini-
mum der Abstandswerte zwischen Kontroll- und dritter Gruppe verwendet: 9 . In der Be-
handlungsgruppe sind die grofiten Abstande zu einem Wert der Kontrollgruppe jeweils:
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4, 9 und 4. Ein Wert auf der Schranke soll, in diesem Beispiel, bereits als Uberschreitung
angesehen werden. Als dichotome Abstandswerte ergeben sich: 0, 1 und 0. In 2 der 3 Fille
liegt der Wert unterhalb der Schranke. Die Teststatistik fiir den Binomialtest ist beispiels-
weise 1/3 fur den Anteil der Uberschreitungen. Wenn 10% Uberschreitungen akzeptiert
werden wiirden, wire der p-Wert des 1-seitigen Tests:

3 3
Bs1({0,1}) = (0)0.10 0.9° + (1)0.11 0.9°=1-1-09*+3-0.1-0.92=0.972.
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7. Simulationen

Grundlage der Simulationen ist das Abstandsmafl V, yer» d(a, b) := max (a, — bi)?.
SRSP

Als Transformation einer Teststatistik wird die Funktion V,.cr f(r) := sign(r)+/|r|

verwendet (siehe Abschnitt[A). Dabei handelt es sich um eine streng monotone Fortsetzung
der gewohnlichen Wurzelfunktion auf den negativen Bereich. Diese ist notwendig, wenn die
Teststatistik negativ werden kann und auch die Streuungsinformation von negativen Zah-
len fir die Analyse genutzt werden soll. Die prasentierten Ergebnisse beruhen allerdings
auf der Statistik S = 7, aus Gleichung , die bei dem verwendeten Abstandsmaf} nicht
negativ werden kann. Fiir diese Statistik und die beiden Stichproben z4,...,x,, € R? und
Y1,---,Yn, € RP, p € N5 ergibt sich somit insgesamt:

1 ng Ny
— — )2
Tley) =/(Stey) = || 23 > s, (e = u)?)

7.1. Uberdeckungsraten

Ein Konfidenzintervall kann zur Konstruktion eines Aquivalenztests genutzt werden (Ab-
schnitt . Wenn das verwendete Konfidenzintervall sein Niveau einhalt, halt auch der
Aquivalenztest sein Niveau ein. Ein Aquivalenztest kann sein Niveau auch einhalten, ohne
dass sein Konfidenzintervall es einhélt. Das wird an dieser Stelle ignoriert. Stattdessen wird
in diesem Kapitel in Simulationen kontrolliert, ob Konfidenzintervalle ihre Uberdeckungs-
wahrscheinlichkeiten fiir verschiedene Werte einhalten. Die Werte sind jeweils die Erwar-
tungswerte der Teststatistik 7'. Allerdings wurde die Konservativitat bei Betrachtungen auch
an parametrischen Bootstrap-Stichproben (multinomialen Zufallsstichproben, mit den realen
Messdaten als Wahrscheinlichkeitsparametern) direkt anhand des verwendeten Aquivalenz-
tests iiberprift.

Definition 7.1 (Uberdeckungsrate). Die relative Hiufigkeit der Realisationen eines Kon-
fidenzintervalls, die den zu schitzenden Wert enthalten, hei}t Uberdeckungsrate. Sie schitzt
die Uberdeckungswahrscheinlichkeit des Konfidenzintervalls.

61



Jede Uberdeckungswahrscheinlichkeit wird in diesem Kapitel mit 10000 Simulationen pro
Parameterkombination geschétzt. Da die zu schatzenden Werte zwar eindeutig von dem Si-
mulationsszenario abhdngen, aber nicht bekannt sind, miissen auch diese geschatzt werden.
Hierfiir wird der Mittelwert der Schétzer 7" iiber alle 10000 Simulationen verwendet. Fiir jedes
der 10000 Realisationen eines Konfidenzintervalls C'(z, y) wird dann geprift, ob dieser Mit-
telwert enthalten ist. # und y sind die simulierten Werte-Matrizen eines Simulationsschritts
der beiden Gruppen.

Anzahl TEC(x,y)

Uberdeckungsrate = 10000

Die Konfidenzintervalle sind auf ein Niveau von 0.95 angesetzt.

7.1.1. Univariate Simulationen

Die erste Simulationsreihe wurde fiir eindimensionale Endpunkte angefertigt. Dabei wurden
2 unabhéngige Gruppen verwendet. Beide Gruppen waren stets gleich grof3: n := n, = n,,.
Es wurden alle Simulationen sowohl mit Gruppengrofie n = 5 als auch mit Gruppengrofle
n = 10 durchgefiihrt. Die Mittelwerte der beiden Gruppen wurden gegeneinander verscho-
ben. Beide Gruppen sind normalverteilt und haben dieselbe Varianz.

Das Abstandsmaf} und die Tranformation vereinfachen sich im univariaten Fall fur die ver-
wendete Statistik zu

d(a,b) := (a — b)
f=y

Im Fall 1, > p,, gilt fiir den Schétzer:
|X — Y| ~X —Y ~ normalverteilt. (7.1)

Die Relation > ist hierbei im Verhaltnis zur Varianz zu sehen.

Bemerkung 23:
Nichtparametrische Intervallschdtzer haben sich als ungeeignet herausgestellt.

« Alle getesteten Bootstrapvarianten (auch parametrische) waren antikonservativ mit Uber-
deckungsraten bei ungiinstigen Parametern < 80%.

« Hodges-Lehmann Konfidenzintervalle lagen unter < 30%.

Ergebnisse der Simulationsstudie fiir das 2-Gruppen-Jackknifeverfahren haben gezeigt, dass
die Uberdeckungsrate bei Verschiebungen um weniger als eine Standardabweichung tiber
95% liegt. Bei Verschiebungen um weniger als zwei Standardabweichungen liegt sie iiber
93.5% fiir n = 5 und iiber 94% fiir n = 10. Bei grofleren Verschiebungen liegt sie ungefahr
bei 95% (Abb. [7.1). Letzteres entspricht den aufgrund von Gleichung zu erwartenden
theoretischen Ergebnissen.
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Coverage (1-dimensional)
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Abbildung 7.1.: Univariate Uberdeckungsraten

Rote Dreiecke kennzeichnen Stichprobengréflen von 5 und schwarze Kreise von 10. Die gepunktete hori-
zontale Linie bei 0.95 kennzeichnet das nominelle Niveau. Die Simulationen jedes Punkts wurde mit dem-
selben Random-Seed initialisiert.

+ > 95% bei Verschiebungen um weniger als 1 o .
« > 93.5% (94%) bei Verschiebungen um weniger als 2 o .

« =~ 95% bei Verschiebungen um mehr als 20 .

7.1.2. Bivariate Simulationen

Das zweidimensionale Simulationsszenario entspricht weitgehend dem eindimensionalen
Fall. Es werden wieder zwei unabhingige Gruppen gleicher Grofle simuliert. Beide sind nor-
malverteilt mit identischer Kovarianzstruktur Cov(X) = I, und jeweils zwei Endpunkten.
Die Mittelwerte werden zweidimensional verschoben. Die Stichprobengrofie n ist 10 pro
Gruppe. Die Stichprobengrofie 5 wird diesmal nicht simuliert.

Das Abstandsmafy d(a,b) :== max (ap — bg)? lasst sich nicht wie im eindimensio-
p

nalen Fall vereinfachen. Da die Algorithmen in weiten Teilen identische Strukturen benut-
zen, deuten die Ergebnisse aus der eindimensionalen Simulationsstudie darauf hin, dass diese
korrekt sind.

Die Ergebnisse sind in Abbildung[7.2] dargestellt.
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Uberdeckungsrate (2-dimensional)
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Abbildung 7.2.: Bivariate Uberdeckung

Die Simulationen jedes Punkts wurde mit demselben Random-Seed initialisiert. Die Uberdeckungsrate ist
farbkodiert.

7.1.3. Hoherdimensionale Simulationen

Hoherdimensionale Simulationsergebnisse sind schwerer zu visualisieren und aus kombina-
torischen Griinden nicht so umfassend durchfithrbar, wie es fiir die niedrigeren Dimensionen
moglich war.

Die Ergebnisse deuten an, dass die Konfidenzintervalle mit zunehmender Dimension konser-
vativer werden. Bei moderaten Anderungen der Korrelationsstruktur waren keine Auffallig-
keiten zu beobachten. Ebenfalls waren keine Auffalligkeiten bei unterschiedlichen Korrelati-
onsmatrizen zwischen den Gruppen oder unterschiedlichen Gruppenstichprobengréfien zu
beobachten.

7.2. Power

Die Power hiangt bei Aquivalenztests sehr von der Wahl der Aquivalenzgrenzen ab. Daher
lasst sich ein Power-Wert beliebig erzeugen. Wenn die Grenzen gegen 0 gehen, geht auch die
Power gegen 0, und wenn sie gegen oo gehen, geht die Power gegen 1.
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Ein Vergleich zweier Verfahren ist kaum moglich, wenn die Verfahren fiir konzeptionell un-
terschiedliche Abstinde schitzen. Dementsprechend sind dann auch die Aquivalenzschran-
ken unterschiedlich zu wéhlen und haben in der Regel trotzdem noch verschiedene Bedeu-
tungen.

In diesem Abschnitt wird der Versuch unternommen, das Abstandsverfahren gegen einen
multiplen univarianten Aquivalenztest fiir die Alternative yi,, = /1, zu vergleichen, der in je-
dem Endpunkt einzeln bestanden werden muss, um insgesamt signifikant zu werden. Anstatt
die Tests selbst miteinander zu vergleichen, wird die Verdanderung der Power bei zunehmen-
der Merkmalsanzahl und gleichbleibenden Aquivalenzschranken betrachtet.

Bemerkung 24:

Das angewendete Prinzip hat deutliche Schwdchen beim Vergleich der Giite zweier hochdimen-
sionaler Verfahren. Wiirde man beispielsweise den verwendeten Abstand in der Abstandsmetho-
de durch denselben Abstand skaliert mit m~! ersetzen, mit m als Zahl der Endpunkte, dann
ergeben sich vollkommen andere asymptotische Entwicklungen, obwohl die Verfahren identisch
sind, wenn nur ein Endpunkt vorliegt. Aus Mangel an guten Alternativen wird hier darauf zu-
riickgegriffen.

Der Vorgang lasst sich folgendermaflen strukturiert darstellen:
1. Benutze dieselben Daten fiir beide Tests.
2. Beginne univariat.

3. Wihle fir die Abstandsmethode die Stichprobengréfie n und die Aquivalenzschranke
so, dass eine Power von 80% erzielt wird.

4. Benutze beim multiplen Verfahren dasselbe n und passe die Aquivalenzschranken (sym-
metrisch) so an, dass ebenfalls 80% Power erzielt wird.

5. Verdoppele die Variablenanzahl.

6. Wiahle fur die Abstandsmethode n (bei unveranderter Aquivalenzschranke) so, dass
eine Power von 80% erzielt wird.

7. Benutze beim multiplen Verfahren dasselbe n und nehme dieselben unveranderten
Aquivalenzschranken aus Schritt 4 auch fiir alle neu hinzugekommenen Variablen.

8. Weiter mit Schritt 5 oder stoppen.

Das Simulationsszenario besteht wieder aus zwei unabhiangigen Gruppen. Beide sind nor-
malverteilt. Beide haben die Kovarianzstruktur C'ov(X) = [. Die Mittelwerte der Gruppen
sind identisch: p1, = p,. Die Gruppen sind gleich grof3.

Als Gruppengrofien haben sich 18, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 39, 41, 44,47, 50 und 53 ergeben. 18
bei 20 = 1 Endpunkten und 53 bei 2!2 = 4096 Endpunkten. Siehe Abbildung|7.3|
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Powervergleich bei zunehmender Merkmalsanzahl
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Abbildung 7.3.: Power

Die x-Achse ist zweier-logarithmisch aufgetragen von 1 bis 4096. Die zugehoérigen Gruppengrofien sind:
18,26, 28, 30, 32, 34, 36, 39,41, 44,47, 50 und 53. Ab 30 Variablen liegt die Giite des multiplen Verfahrens
dauerhaft unter der der Abstandsmethode. Die nominelle Giite von 0.8 ist durch eine gestichelte Referenz-

linie gekennzeichnet.

7.3. Fazit

Multiple Aquivalenztests werden in hoheren Dimensionen praktisch unbrauchbar. Abstands-
basierte Tests konnen eine Alternative zu diesen darstellen. Die vergleichsweise gute Power
resultiert wahrscheinlich aus einer Abschwichung der Aquivalenzforderung, die nicht mehr
fiir jeden einzelnen Endpunkt erfiillt sein braucht. Bei sehr kleinen Verschiebungen sind die
Konfidenzintervalle auch sehr konservativ. In der Regel sind das aber die Falle, bei denen am
meisten Spielraum fiir den positiven Aquivalenznachweis zur Verfiigung steht. Insgesamt
ergibt sich das Bild eines brauchbaren Verfahrens fiir Aquivalenztests.
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Teil II1.

Verfahren bei phylogenetischer
Zusatzinformation
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8. Multiple Testverfahren in
phylogenetischem Kontext

Statistische Testprozeduren fiir Abundanzdaten nutzen phylogenetische Information iibli-
cherweise, um OTUs zu definieren, die danach einfach als unterschiedliche Variablen be-
trachtet werden, deren relative Haufigkeiten untersucht werden.

Verfahren konnten aber aus der phylogenetische Information auch Beziehungen zwischen
OTUs ableiten. Bekannt sind hier insbesondere der gewichtete und der ungewichtete UniFrac-
Abstand (Definitionen und . Multiple Testverfahren sind mir, ausser den hier ent-
wickelten, nicht bekannt. Die Struktur phylogenetischer Daten wird in Anhang B|und |C|dis-
kutiert. Auf eine grundlegende hierarchische Kodierung wird im vorliegenden Kapitel aber
kurz eingegangen.

Als weitere Ausgangsbasis fiir die Verfahren dienen unadjustierte p-Werte zu den einzelnen
OTUs, die aus allgemeinen statistischen Modellen stammen kénnen.

Nicht-zugeordnete OTUs: Eine taxonomische Baumstruktur kann durch die Namen der
OTUs im Datensatz kodiert werden. Dabei wird ein eindeutiges Trennungszeichen verwen-
det, um die Zuteilung auf den einzelnen Ebenen voneinander zu trennen. Als Trennungs-
zeichen wird in diesem Kapitel “” verwendet. Die Ebenen werden von links, mit der Wurzel
beginnend, aufgelistet.

Beispiel 9. Eine OTU, deren Name mit “Fungi.Ascomycota.Sordariomycetes” beginnt,
ware auf der obersten taxonomischen Ebene (Koénigreich) dem Taxon “Fungi”, auf
der zweitobersten (Stamm), dem Taxon “Ascomycota” und auf der drittobersten (Klas-
se) dem Taxon “Sordariomycetes” zugeordnet. Beginnt ein OTU-Namen mit “Fun-
gi.Basidiomycota Tremellomycetes” wiren das Konigreich “Fungi”, der Stamm “Basidio-
mycota” und die Klasse “Tremellomycetes”.

In den vorgestellten Verfahren wird auf die taxonomische Information anstatt auf die zugrun-
deliegende phylogenetische zuriickgegriffen. Die Verfahren wurden fiir die Situation entwor-
fen und so implementiert, dass alle OTUs auf jeder taxonomischen Ebene des betrachteten
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Baums einem Taxon zugeordnet sind. In der Praxis ldsst sich momentan meist ein zweistelli-
ger prozentualer Anteil der OTUs nicht auf jeder Ebene zuordnen. Es gibt grundsétzlich drei
Moglichkeiten, dieses Problem zu umgehen:

« Betroffene OTUs konnen vor der Analyse aus dem Datensatz entfernt werden.

+ Es kann jede OTU in einer Ebene, in der sie nicht zugeordnet ist, in ein kiinstliches Ta-
xon “unbekannt” dieser Ebene eingeordnet werden. Jede Ebene kann mehrere dieser
kunstlichen Taxa haben, wenn diese verschiedene Vater haben. Ware die erste OTU
in Beispiel [9]in der zweithéchsten Ebene nicht zuordnenbar gewesen, wire ihr Name
“Fungi.unbekannt.Sordariomycetes”. Ware die zweite OTU nur in der hochsten Ebe-
ne zuordnenbar, wire ihr Name “Fungi.unbekannt.unbekannt”. Bis einschlieB8lich der
zweithochsten Ebene ware Sie dann zusammen mit der ersten OTU eingeordnet.

« Die unterste Ebene, fiir die ein entsprechendes OTU nicht zugeordnet ist, habe den
Index 7. Dann kopiere die Taxonbezeichnung der Ebene i — 1 dieser OTU an die Stelle
der Ebene i. Die Methode kann ggf. wiederholt werden, bis die OTU auf jeder Ebene
zugeordnet ist. Bei Kodierung tiber OTU-Namen ist zu beachten, dass entsprechende
Namen auch natiirlich vorkommen kdnnen, und es sich daher empfiehlt, die Namen
zusatzlich als kiinstlich zu kennzeichnen, um sie spater eventuell besonders behandeln
zu konnen. Beispielsweise wire ein geeigneter Name der ersten OTU aus Beispiel[9]in
der Situation die im letzten Punkt beschrieben wurde:
“Fungi.Sordariomycetes-kiinstlich.Sordariomycetes”. Fir die zweite OTU:
“Fungi.Cystofilobasidiales-kiinstlich-kiinstlich.Cystofilobasidiales-kiinstlich”, wenn ihr
Taxon auf der folgenden Ebene “Cystofilobasidiales” wire. Die OTU wére nur im K6-
nigreich zusammen mit der ersten OTU zugeordnet.

Jede dieser Methoden hat ihre Nachteile. Es werden vorhandene Informationen ignoriert,
unzusammenhingende Variablen zusammengefiigt oder weniger-relevante Variablen iiber-
betont. Varianten und Mischformen dieser Methoden sind méglich, wobei letztere durch die
entgegengesetzte Richtung in der Namensfindung komplizierter werden. Fiir die Anwendung
auf reale Daten wurde im vorliegenden Text die erste Methode verwendet.

8.1. Sequentielles Testen mit datenabhingig geordneten
Hypothesen mit zusitzlicher Beriicksichtigung
phylogenetischer Information

Die Anordnung univariater Tests anhand ihrer Varianz im datenabhangigen sequentiellen
Verfahren (Seite[9) verliert ihre Vorziige, wenn sich Variablen sehr in ihrer Skalierung unter-
scheiden oder sich die Messqualitit zwischen ihnen unterscheidet. Es hilft nicht, die Daten
zu studentisieren, da anschlieflend die Varianzen identisch sind und nicht mehr sinnvoll zum
Anordnen genutzt werden konnen.
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OTU-Héufigkeiten einer Probe haben in der Regel deutlich unterschiedliche Skalen (siehe
Abschnitt[B.3.1). Das liegt zum einen an den ¢kologischen Bedingungen, an die unterschied-
liche Organismen unterschiedlich gut angepasst sind (Abschnitte [B.3.1] [B.3.1.1| und [B.3.3),
und an der Entwicklungsgeschichte des Lebensraums (Abschnitt [B.3.2). Zum anderen héin-
gen die Messerfolge und Messgenauigkeiten von DNA-Sequenzen aus mehreren Griinden
von der jeweiligen Sequenz ab (Abschnitt[C.2.5). AuBlerdem unterscheidet sich bei den aktu-
ell beliebten Markergenen die Anzahl, mit der sie im Organismus vorkommen, zwischen den
Organismustypen (Abschnitt[C.2.5] Seite[163), wihrend die Beziehung zwischen Umwelt und
Organismus kaum von der Anzahl des Markergens abhédngt (Abschnitte [B.3.4/ und [B.1.9.1).
“Marker” bezeichnet in diesem Zusammenhang ein Gen, das zur Unterscheidung zwischen
verschiedenen Organismen benutzt wird und “Markersequenz” dessen Basenabfolge.

Die Sequenzen verzerren demnach die nutzbare Information fiir das datenabhéngige sequen-
tielle Verfahren. Andererseits sind die Sequenzen bekannt und koénnen somit theoretisch
verwendet werden, um einen Teil dieser Verzerrungen zu korrigieren. In vielen anderen Pro-
blemen, konnen Verzerrungen durch Stratifikation verringert werden. Im vorliegenden Fall
miissten die Variablen stratifiziert werden. Wenn die Variablen anhand ihrer Sequenzahn-
lichkeiten in mehrere Blocke eingeteilt werden, fiir die geringere nicht-versuchsspezifische
Unterschiede in den Varianzen zu erwarten sind, verbessert sich die Informationsnutzung in
dem Verfahren innerhalb jeder dieser Blocke.

Es ist anzunehmen, dass sehr dhnliche Organismen dhnlich an Umweltreize (wie Versuchsbe-
dingungen) angepasst sind, aber gegenseitig in Konkurrenz stehen kénnen (Abschnitt[B.3.1.1).
Dies fiihrt zu unklaren Erwartungen an die Korrelationen der Variablen. In den Extremféllen
konnen zwei Organismentypen mit steigendem Umwelteinfluss gleichmaf3ig in ihrer Hau-
figkeit ansteigen. Falls sich die Organismen gegenseitig verdrangen und nur jeweils einer der
beiden Typen in jeder Probe vorkommt, waren die Variablen negativ korreliert. Dies macht
die Ausnutzung von Korrelationen schwierig. Die Versuchsbedingungen wiirden sich jedoch
trotzdem auf beide absoluten Varianzen gleich auswirken.

8.1.1. Verfahren

Die Notation sei wie in Abschnitt Das Verfahren kann auf folgende Weise erfolgver-
sprechend umgesetzt werden:

1. Wihle eine taxonomische Ebene (); oder bilde auf eine andere Art Cluster der Varia-
blen X, j € 1 anhand ihrer Sequenzihnlichkeiten. (¢; ist gemafl Definition [3.3| die
Menge der Indizes der Blétter.)

2. Ermittle die unadjustierten univariaten p-Werte p; fiir alle OTUs j € @);.

3. Adjustiere die p-Werte zunachst mittels Bonferroni fiir die Anzahl der Cluster #Q);
durch p; = min(1, p; - #Q;). Alternativ kann das gewichtete Bonferroni-Verfahren ver-
wendet werden, wobei sich die Grof3er der Cluster (d.h. Anzahl enthaltener Blatter) als
Grundlage der Gewichte anbietet.
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4. Fir jeden Cluster ¢ € ();: Sortiere die Variablen X, j € (); nach absteigender absolu-
ter Varianz. Sei durch [, eine Indizierung aller Elemente von ¢ definiert, mit der Eigen-
schaft:

Var(X;, 1)) > ... > Var(Xj, (#q) -

5. Definiere den vollstéandig adjustierten p-Wert p’; jeder Variable X; durch das Maximum
aller Cluster-adjustierten p-Werte, die bis zu dieser Stelle in dem Cluster stehen:

VaeQ, Vse{1, .. #a} ‘ﬁgq(s) = ngf(ﬁlq(t))-

Die vollstandig adjustierten p-Werte liefern den endgiiltigen Testentscheid unter Einhaltung
der FWER, da das sequentielle Verfahren jeweils das Bonferroni-adjustierte Niveau einhalt
und das Bonferroni-Verfahren fiir die Anzahl der Cluster korrigiert. Welche der beiden Ad-
justierungen zuerst ausgefithrt wird, hat keinen Einfluss auf die endgiiltigen p-Werte.

Beispiel 10. In |Antweiler et al| (2017) wurde das Mikrobiom von Bodenproben aus 2
Standorten 3 Bodentypen unter Kontroll- und Behandlungsbedingung untersucht. Hier
soll nun der p-Wert fiir den Bodentyp aus diesem 3-faktoriellen gewohnlichen linearen
Modell betrachtet und durch das Verfahren aus Abschnitt adjustiert werden. OTUs,
die nicht vollstandig zugeordnet werden konnten, wurden entfernt. Taxonomie, Indices
aus den verschiedenen Ebenen, Varianzen und unadjustierte p-Werte sind in Tabelle
dargestellt. Von der 7 stufigen Taxonomie wurden hier, um die Tabellen darstellbar zu
halten, nur die ersten 3 (Konigreich, Stamm und Ordnung) verwendet. Die relativen Hau-
figkeiten der OTUs, deren Taxonomie auf den ersten 3 Ebenen iibereinstimmten, wurden
hierfiir zusammengezahlt. Die Zeilen der Tabelle sind lexikographisch sortiert nach )1,
()2 und absteigender Varianz. Diese Reihenfolge bleibt in allen Tabellen

dieses Beispiels identisch.

Fir die Cluster-Bildung wurde Q5 gewihlt. Damit ergeben sich die 4 Cluster: {1, ...,9},
{10,...,13}, {14} und {15} € (@s. Die Cluster-Adjustierten p-Werte p ergeben sich
durch Multiplikation der Zahl 4 mit den unadjustierten p-Werten p und anschlielendem
Abrunden grofierer Werte auf 1.0 (Tabelle [8.2). Waren die Tabellen noch nicht innerhalb
der Cluster nach absteigender Varianz sortiert, miisste dies jetzt geschehen. Die vollstan-
dig adjustierten p-Werte ' werden berechnet, indem, von oben beginnend, jeder p-Wert
p auf den tber ihm stehenden Wert desselben Clusters angehoben wird, sofern dieses
moglich ist.

Ein analoges Vorgehen mit einem Blétter-gewichteten Bonferroni-Schritt ist in Tabel-
le [8.3| dargestellt. Die p-Werte p werden hier durch Multiplikation mit dem Quotienten
(“Anzahl Blatter insgesamt” / “Anzahl Blatter im Cluster”) berechnet. Die anderen Schrit-
te sind identisch.

Die Ergebnisse sind nochmal in Tabelle[8.4zusammengefasst. Die Tabelle enthalt zusétz-
lich die p-Werte p/, die das urspriingliche datenabhéngig-geordnete Verfahren (Seite [9)
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liefert. Das sind dieselben Werte, die bei der Wahl der Wurzel-Ebene ()3 als Cluster-
Menge herauskommen wiirden. In schwarzem Fettdruck wurden p-Werte hervorgeho-
ben, die unter 0.05 liegen und in dunkelgrauem schragen Fettdruck, die unter 0.1 .

Die Verfahren fithren in dem Beispiel zu dhnlichen Ergebnissen. Im ersten Cluster ver-
hindert die Variable mit hochster Varianz niedrige p-Werte fiir alle Verfahren. Im zweiten
Cluster wird die signifikante Variable von allen Verfahren gefunden, wobei sich die Ho-
he des p-Werts deutlich unterscheidet. Die vollstindigen Adjustierungen profitieren hier
davon, dass die Varianzen der restlichen Variablen des Clusters vergleichbar sind und
nur die signifikante Variable sich davon abhebt. In den beiden letzten Clustern fand fiir
die vollstandigen Adjustierungen effektiv keine Sortierung statt. Das urspriingliche Ver-
fahren hat die Signifikanz des letzten Clusters gefunden. Das Cluster-Anzahl-gewichtete
Verfahren kommt in die Nahe.

Die Menge der Blétter war in diesem Beispiel aus praktischen Griinden viel geringer als
es in realen Auswertungen der Fall sein wiirde. Die Art der phylogenetischen Zusam-
menhinge héngt dariiber hinaus von der betrachteten taxonomischen Ebene ab - siehe
Abschnitt auf Seite [169 und auf Seite

Bemerkung 25 (zu Beispiel [10):

Die Hypothesen zu den einzelnen Variablen sind nicht bekannt. Heuristisch gesehen kénnte man
sagen, dass die Variablen aus so viele Variablen zusammengesetzt sind (siehe Abbildung[8.1 auf
Seite[84), dass jeweils die Alternative gelten miisse. Das gdlte aber hiochstens fiir die ersten zwei
(eventuell drei) Cluster des Beispiels. Fiir eine solche Heuristik wdire die Art der Zusammenfas-
sung der Variablen sehr grob. (Umgekehrt kann man im Allgemeinen oft alle Variablen soweit
aufspalten, dass irgendwo ein Effekt zu vermuten ist.) Es ldsst sich auch vermuten, dass Fehler
erster Art bei niedrigem Niveau nur selten auftreten, wenn die Verfahren ihr Niveau einhalten
und fiir Power-Betrachtungen die Anzahl kleiner p-Werte gezdihlt werden konnte. Die Voraus-
setzungen unter denen die, fiir die unadjustierten p-Werte verwendeten, gewohnlichen linearen
Modelle ihr Niveau einhalten, sind aber nicht strikt erfiillt.

8.2. Hierarchisches Testen auf phylogenetisch
motivierten Clustern

Phylogenetische Information lasst sich zur Definition der Cluster eines hierarchischen Test-
verfahrens (Abschnitt verwenden. Die vollstindige Baumstruktur einer gewo6hnlichen
taxonomischen Analyse bietet sich hierzu an. Diese hat dariiber hinaus den Vorteil, dass alle
Analyseergebnisse zwangslaufig, verglichen mit iiblichen multiplen Analysen, kompakt und
verstandlich interpretier- und préasentierbar sind.
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Tabelle 8.1.: Sequentielle Adjustierung Daten

Taxonomie qeQ, qecQ, qecQ, Varianz p

Fungi.Ascomycota.Leotiomycetes {1} {1,...,9} {1,...,15} 4.9e-04 3.0e-01
Fungi.Ascomycota.Dothideomycetes {2y {1,...,9} {1,...,15} 14e-04 2.0e-04
Fungi.Ascomycota.Saccharomycetes {3} {1,...,9} {1,...,15} 6.8e-05 2.5e-05
Fungi.Ascomycota.Pezizomycetes {4} {1,...,9} {1,...,15} 3.7e-05 5.1e-02
Fungi.Ascomycota.Lecanoromycetes {5} {1,...,9} {1,...,15} 5.1e-06 5.8e-02
Fungi.Ascomycota.Eurotiomycetes {6} {1,...,9} {1,...,15} 2.5e-06 8.7e-02
Fungi.Ascomycota.Sordariomycetes {7} {1,...,9}  {1,...,15} 23e-06 1.1e-01
Fungi.Ascomycota.Taphrinomycetes {8} {1,...,9} {1,...,15} 7.1e-07 8.6e-01
Fungi.Ascomycota.Orbiliomycetes {9} {1,...,9}  {1,...,15} 2.8e-07 1.2e-01
Fungi.Basidiomycota.Ustilaginomycetes {10} {10,...,13} {1,...,15} 5.7e-04 1.3e-05
FungiBasidiomycota.Microbotryomycetes {11} {10,...,13} {1,...,15} 7.0e-06 2.9e-01
Fungi.Basidiomycota.Tremellomycetes {12} {10,...,13} {1,...,15} 6.0e-06 2.5e-01
Fungi.Basidiomycota.Agaricomycetes {13} {10,...,13} {1,...,15} 1.1e-06 4.3e-01
Fungi.Chytridiomycota.Chytridiomycetes {14} {14} {1,...,15}  4.6e-04 1.4e-02
Fungi.Glomeromycota.Glomeromycetes {15} {15} {1,...,15}  3.1e-03  2.1e-02

Tabelle 8.2.: Sequentielle Adjustierung Cluster-gewichtet

~/

q€Q, q€Q,  Varianz P Njuster p p
{1} {1,...,9}  4.95e-04 2.98e-01 4 1.00e+00 1.00e+00
{2} {1,...,9} 144e-04 195e-04 4 7.82e-04  1.00e+00
{3} {1,...,9}  6.78e-05 2.55e-05 4 1.02e-04  1.00e+00
{4}  {1,...,9} 3.75e-05 5.10e-02 4 2.04e-01  1.00e+00
{5}  {1,...,9} 5.07e-06 5.82e-02 4 2.33e-01  1.00e+00
{6}  {1,...,9} 2.49e-06 8.68e-02 4 3.47e-01  1.00e+00
{7} {1,...,9}  2.28¢-06 1.13e-01 4 4.51e-01  1.00e+00
{8  {1,...,9} 7.09e-07 8.56e-01 4 1.00e+00  1.00e+00
{9} {1,...,9}  2.80e-07 1.22e-01 4 4.89e-01  1.00e+00
{10} {10,...,13} 5.74e-04 1.33e-05 4 5.32e-05 5.32e-05
{11} {10,...,13} 7.00e-06 2.89e-01 4 1.00e+00 1.00e+00
{12} {10,...,13} 6.01e-06 2.48e-01 4 9.92e-01  1.00e+00
{13} {10,...,13} 1.12e-06 4.27e-01 4 1.00e+00  1.00e+00
{14} {14} 4.62e-04 1.42e-02 4 5.66e-02  5.66e-02
{15} {15} 3.06e-03  2.13e-02 4 8.52e-02  8.52e-02
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Tabelle 8.3.: Sequentielle Adjustierung Blatter-gewichtet

qeQ, qcQ, Varianz p Faktor p p’
{1 {1,...,9} 4.95e-04 298e-01 15/9 4.97e-01 4.97e-01
{23 {1,...,9} 1.44e-04 1.95e-04 15/9 3.26e-04 4.97e-01
{3} {1,...,9} 6.78e-05 255e-05 15/9 4.25e-05 4.97e-01
{4y {1,...,9} 3.75e-05 5.10e-02 15/9 8.50e-02 4.97e-01
{5} {1,...,9} 5.07e-06 582e-02 15/9 9.70e-02 4.97e-01
{6}  {1,...,9} 249e-06 8.68e-02 15/9 1.45e-01 4.97e-01
{7y {1,...,9} 2.28e-06 1.13e-01 15/9 1.88e-01 4.97e-01
{8} {1,...,9} 7.09e-07 856e-01 15/9 1.00e+00 1.00e+00
{9} {1,...,9} 2.80e-07 1.22e-01 15/9 2.04e-01 1.00e+00
{10} {10,...,13} 5.74e-04 1.33e-05 15/4  4.99e-05 4.99e-05
{11} {10,...,13} 7.00e-06 2.89¢-01 15/4 1.00e+00 1.00e+00
{12} {10,...,13} 6.01e-06 2.48e-01 15/4  9.30e-01 1.00e+00
{13}  {10,...,13} 1.12e-06 4.27e-01 15/4 1.00e+00 1.00e+00
{14} {14} 4.62e-04 1.42e-02 15/1 2.12e-01 2.12e-01
{15} {15} 3.06e-03 2.13e-02 15/1  3.20e-01  3.20e-01
Tabelle 8.4.: Sequentielle Adjustierungen Ergebnisse
9€Q, q€Q,  Varianz P P Peluster Pleats
1% {1,...,9} 4.95e-04 298e-01 298e-01 1.00e+00 4.97e-01
{2V {1,...,9} 1.44e-04 1.95e-04 2.98e-01 1.00e+00 4.97e-01
{3} {1,...,9}  6.78e-05 2.55e-05 2.98e-01 1.00e+00 4.97e-01
{4y {1,...,9} 3.75e-05 5.10e-02 2.98e-01 1.00e+00 4.97e-01
{5} {1,...,9} 5.07e-06 5.82e-02 2.98e-01 1.00e+00 4.97e-01
{6}  {1,...,9} 2.49e-06 8.68e-02 2.98e-01 1.00e+00 4.97e-01
{7y {1,...,9} 22806 1.13e-01 2.98e-01 1.00e+00 4.97e-01
{8} {1,...,9} 7.09%-07 8.56e-01 8.56e-01 1.00e+00 1.00e+00
{9} {1,...,9} 2.80e-07 1.22e-01 8.56e-01 1.00e+00 1.00e+00
{10} {10,...,13} 5.74e-04 1.33e-05 2.13e-02 5.32e-05 4.99e-05
{11} {10,...,13} 7.00e-06 2.89e-01  2.98e-01 1.00e+00 1.00e+00
{12} {10,...,13} 6.01e-06 2.48e-01 2.98e-01 1.00e+00 1.00e+00
{13} {10,...,13} 1.12e-06 4.27e-01 4.27e-01 1.00e+00 1.00e+00
{14} {14} 4.62e-04 1.42e-02 2.98e-01 5.66e-02 2.12e-01
{15} {15} 3.06e-03 2.13e-02 2.13e-02 8.52e-02 3.20e-01
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8.2.1. Verallgemeinerung der Hypothesenstruktur

Bemerkung 26:

Theorem 1 aus Meinshausen (2008) ist zwar fiir Hypothesen auf hierarchisch-angeordneten Clu-
stern von Regressions-Koeffizienten definiert, aber Algorithmus und Beweis erfordern bei ge-
nauerer Betrachtung weniger Struktur. Insbesondere sind keine Anforderungen an die Bezie-

hungen zwischen den Hypothesen auf verschiedenen hierarchischen Ebenen notig. Das wird fiir
Korollar|[8.3 wichtig.

Satz 8.1 (Allgemeinere Hierarchische Adjustierung):
Seien Q) und (Q););=1,... r wie in Definition|3.3 mit k € IN Ebenen und indizieren die Hypothesen

(Hgi)qeQs,ic{1,...k}-

Dann  halten  die folgend  adjustierten  p-Werte p,,:= _max (p,;) mit
’ Jj2i,r€Q;,qCr

Pg,j = min (17 Pq,j - (# U S)/#q) die FWER ein.

SEQ

Der Beweis folgt formal dem Beweis aus|Meinshausen (2008).

Beweis von Satz[8.1 Seien Q), k, (Q;)i=1,.. rund (H,;)1<i<kqeq, Wie in Satzndeﬁmert Sei-
enfurallel <i<k:

Qi,rej = {q € Q’L ’ﬁ;ﬂ, S 05}7
Qio = {q € Q;|H,,; ist wahr} und
Qio ={q € Qigld j>i :qCr}. (8.1)

r€Qj0

Die FWER lésst sich dann folgend begrenzen:

(CJ (Ql rej 1 Qi 0> 7 > = P(ngg?gg Dy < a)
P

=1
=P (Elqeéi,o : ]5:1,1 < Oé) < (EIQEQi.o : ﬁq,i < Oé)
1<i<k 1§i§’k
. #q
<ZZ pqlgagzzam.
i=1 qEQz 0 =1 qui,O reqQ

Es reicht zu zeigen, dass Zl L quQz JHE<H# U o

Fur alle 7,5 € {1,...,k}, g € on, r e Q] 0, ¢ # r gilt nach Definition von Q, o aus Glei-
chung und des Ebenen -Begriffs aus Definition[3.3} ¢ N r = 0.

Weiter gilt: (J,eq,,¢ C U, o -
1<i<k

Daher gilt Zle > qctio 74 < #U,cq > womit der Beweis abgeschlossen ist. O
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8.2.2. Taxonomische Adjustierung

Bei der Kommunikation der Ergebnisse hierarchischer Verfahren im taxonomischen Kontext
konnen Missverstandnisse entstehen. Wenn gesagt wird, dass die “Familie xyz” signifikant
war, kann dies so verstanden werden, als ob sich die Haufigkeiten aller Organismen dieser
Familie zusammengezahlt zwischen einer Versuchsgruppe und einer Kontrollgruppe unter-
scheiden. Das ist im allgemeinen jedoch nicht notig. Beispielsweise konnte Gattung 1 dieser
Familie nur in der Versuchsgruppe auftauchen und Gattung 2 nur in der Kontrollgruppe aber
mit derselben Haufigkeit, so dass sich die Haufigkeiten der Familie deshalb nicht zwischen
den Gruppen unterscheiden wiirde. Idealerweise wird dies in Ergebnissen angesprochen.

Wie im Folgenden gezeigt wird, kann alternativ ein Test verwendet werden, bei dem die-
se engere Interpretation der Ungleichheit von taxonomischen Gruppen korrekt ist und der
Fehler erster Art durch das hierarchische Schema aus Satz 8.1 eingehalten wird. Bei diesem
Schema wird die Idee eines Fokus-Level aus|Goeman & Mansmann (2008) iibernommen. Die-
ser Level stellt hier eine Ebene 7 in einem hierarchischen Schema dar, auf der mit dem Testen
begonnen wird. Im Gegensatz zu|Goeman & Mansmann (2008) werden keine Aussagen iiber
die Cluster oberhalb dieser Ebene i getroffen. Betrachtet man die Knoten r € (); der Ebe-
ne i, dann haben die Unterbaume (q € @Q););<i cr jedes Knotens r dieser Ebene wieder die
vollstandige hierarchische Test-Struktur fiir Satz Zusammen mit einer Adjustierung fir
das Testen mehrerer Baume, ergibt sich eine geeignete Test-Prozedur. Das Verfahren wird
zunéchst in Satz [8.2| allgemein definiert und dann in Korollar [8.3| auf die eben beschriebene
Situation ausgerichtet.

Satz 8.2 (allgemeine taxonomische Adjustierung):

Seien @, (Q;)i=1.. x wie in Deﬁnition mit k € N Ebenen und indizieren die Hypothesen
(Hq,i)qEQi7i€{17-~-7k}'

Seii die Ebene, ab der getestet werden soll. Fiir jedes j < i und q € (); seip, ; der unadjustierte
p-Wert. Diese werden durch das Verfahren aus Abschnitt [3.1.1 adjustiert. Fiir jedes q € Q;,
Jj<tunds e Qs Cqseips; =min(l,p ;- #Q;) der so adjustierte p-Wert.

Aufjedes q € (); mit seiner Unterbaumstruktur und den zugehorigen p-Werten p, j, j < i wird
das Verfahren aus Satz[8.1 angewendet.

Fir jedes j < i und q € Q; sei Py, ; = MaX;j<i<;reqqcr(Dr1) der so adjustierte p-Wert.

Die so definierten p-Werte p' halten die FWER ein.

Beweis von Satz[8.2 Seien Q, (Hy;)jeq1,....i}.qeQ;» 4, p und p wie im Satz.

Fiir alle ¢ € Q; : pj, = 1 ist nichts zu zeigen. OBdA gelte fiir alle ¢ € Q); : P, < 1 und daher
auch p,; < 1.

Fir alle ¢ € Q; seien b,; := py.i/py: = #: die Bonferroni-Adjustierungsfaktoren.

Firralle j <iunds € Q;mitq € Q;unds C gseip, ; := P, ;/byi = MaX;j<i<ireq,scr(Pri) /by
der nur nach Satz(8.1|adjustierte p-Wert. Zum Niveau « halten diese p’ den Fehler erster Art,
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fiir den jeweiligen Unterbaum als Familie, ein. Daher halten die j’ diesen Fehler fur die einzel-
nen Unterbaume mit Wurzel ¢ € (); zum jeweiligen Niveau «/b, ; ein. Die FWER ist demnach
durcha )’ ., 1/by; < o begrenzt. O

Aus Satz 8.2| folgt nun unmittelbar das fiir die Anwendung benétigte:

Korollar 8.3 (Korollar zu Satz[8.2):

Sei () eine Indexmenge taxonomischer Einheiten auf k Ebenen mit der hierarchischen Anord-
nung (Q;)1<i<. Fiir jede taxonomische Einheit q € Q;,i € {1,...,k} seip,,; der p-Wert eines
nicht-liberalen univariaten Tests auf der relativen Hdufigkeit dieser Einheit in den Proben.
Dann funktioniert der hierarchische Algorithmus aus Satz[8.2

Bemerkung 27:
Die zu testende Variable X, in jedem Knoten q € () bildet sich aus der Summe der Werte der
Bldtter, die Nachfahren des Knotens sind - bzw. aus dem Blatt selbst, wenn er ein Blatt ist:

Veeo : X, ZX

1€q

Falls die Daten transformiert analysiert werden sollen, muss diese Transformation f nach der

Addition stattfinden:
e XK= 05 = £S5,

1€q

Die Hypothesen oberhalb der Blitter lassen sich nicht aus den Hypothesen der Bldtter konstruie-
ren. Die Eigenschaft, dass, wenn eine Kind-Hypothese falsch ist, auch die Hypothese des Vaters
falsch sein muss, die hier im allgemeinen nicht erfiillt wire, ist fiir Meinshausens Algorithmus
zwar nicht notwendig, aber bei der Fokus-Level-Methode (Goeman & Mansmann (2008)) fiir die
Ebenen iiber dem Fokus-Level.

Da relative Daten getestet werden, ist auf einem vollstandigen taxonomischen Baum die Wurzel-
Hypothese wahr. Daher muss auf einer niedrigeren Ebene mit dem Algorithmus begonnen wer-
den. Riickschliisse auf hohere Ebenen sind im allgemeinen nicht maoglich. Die Methode unter-
scheidet sich durch ihren Hypothesenwechsel zwischen den Ebenen sowohl von der Fokus-Level-
Methode als auch vom Meinshausens-Verfahren (Meinshausen (2008)). Zur Unterscheidbarkeit
bezeichne ich die Methode als “taxonomische Adjustierung”.

Bemerkung 28:

Wie sinnvoll der Hypothesenwechsel ist, hdngt auch davon ab, in wie weit die Hdaufigkeiten von
OTU-Reads denen der Organismen entsprechen (Abschnitt|C.2.5) und hingt von der Wahl des Se-
quenzierungsbereichs ab (Abschnitt[C.2). Insbesondere durch mehrfach-vorkommende Marker-
gene (Abschnitte[C.2.5.1{C.2.5.3) und sequenzabhdngige Ausbeute in PCR-Verfahren (Abschnit-
te|C.2.5.7 und|C.2.5.4) ist dies in den meisten aktuellen Analysen zu bedenken. Die gemessene
Haufigkeit eines Taxons kann sich in solchen Situationen, bei gleichbleibender realer Haufigkeit,
durch ihre Zusammensetzung aus verschiedenen Organismen dndern.
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Bemerkung 29:

Den Knoten tiber der Ebene, auf der der Test begonnen wird, lassen sich auch Hypothesen zuwei-
sen, die anders konstruiert werden als die darunterliegenden Hypothesen. Wenn sie als Schnitthy-
pothesen derer der Anfangsebene gebildet werden, funktioniert, von dieser Ebene aufwirts, der
Bottom-Up-Algorithmus aus Goeman & Mansmann| (2008). Das erschwert allerdings die Kom-
munikation der Testergebnisse.

Beispiel 11 (Beispiel zu Korollar[8.3). Fiir ein Mikrobiom-Experiment gelte das statisti-
sche Modell:

Ff(Y)=DB+e¢. (8.2)

Y € R™™ sei die Zufallsmatrix der gemessenen relativen Haufigkeiten von m OTUs in
n Proben.

D € R™ sei die Design-Matrix des Experiments, mit d Spalten.

B sei die Matrix der Koeffizienten.

¢ sei die Zufallsmatrix der Residuen, deren ii.d. Zeilen multivariat-Normalverteil mit
Erwartungswert (0, ..., 0) seien.

f sei die Identitatsfunktion.

Sei@ = {q, ..., qn} eine vollstindige Hierarchie mit k Ebenen (Q;);=1..._» und m’ Kno-
ten.

Sei C' € {0, 1}™*™, mit

.....

V1§Z’§m : Cij =1 <=>] € q;.
1<5<m/

Dann beschreibt
fYC)=DBC +¢eC

die statistischen Modelle des Experiments fiir das gesamte Korollar [8.3 mit den Hypo-
thesen (f(Y'C;) ~ H;)i1.. . Da f hier linear ist, kénnen Schéitzungen fiir das B und
¢ aus Gleichung verwendet werden - denn fiir jeden Spaltenvektor c aus C gilt:

B3 :=argming p. ((Ye— DB (Y ))

c—
B, :=argming  pa (Y — DB (Y, B,)) furallei=1,...,m
=Yc—DB) (Yc—DB) = ((I - (DTD) 1DT)Yc)T((I — D(D"D)"'D")Y¢)
=(Ye—DBe)'(Ye— DBc).
Wenn B die Parameter des Modells unter den Nullhypothesen, v, 7 die Freiheitsgrade des
Modelles bzw. des Null-Modells und F' die Verteilungsfunktion der F-Verteilung bezeich-

nen, lassen sich die unadjustierten p-Werte der linearen Modelle fiir jeden Spaltenvektor
c aus C durch

pe ::1_5;_971_”(CT(B—E)fDTD(B—é)C/(V_y))
"N\ (Y — DB)T(Y — DB)c/(n — v)
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berechnen. Die taxonomische Adjustierung lasst sich zusammengefasst schreiben als:

~f . .
vléiﬁm’ Pc, ‘= 1min L, HlE_LX (pc.jCT—C‘f.j>

8.2.3. Visualisierung

Die Ergebnisse hierarchischer Tests auf taxonomischen Strukturen lassen sich, selbst bei ei-
ner groflen Anzahl an signifikanten Variablen, in einer einzigen Grafik iibersichtlich zusam-
menfassen. Dabei reprasentiert die Grofie der Darstellung eines Taxons ihren Anteil in den
Versuchsdaten. Damit auch die Ergebnisse in kleineren Bereichen erkennbar bleiben, wird
eine Vektorgrafik erzeugt, die interaktiv vergrofierbar ist (Abb.[8.1).

In der Prozedur zur Herstellung dieser Grafiken tibertrage ich das aus fMRI-Analysen be-
kannte Konzept des Statistical Parametric Mappings, bei dem p-Werte farbkodiert auf Gehirn-
Strukturen gelegt werden, auf polar-gezeichnete taxonomische Baume, die ungefahr geschach-
telten Tortendiagrammen entsprechen.

Farbkodierung: Fiir die Umwandlung der p-Werte in Farbwerte gibt es viele Moglichkei-
ten. Eine Moglichkeit, die hier verwendet wurde: Fiir p-Werte wird eine Signifikanz-Grenze
festgelegt. p-Werte, die dariiber liegen, erhalten in einer RGB-Farbkodierung fiir alle drei
Farbwerte 50% des Maximalwerts. Fiir signifikante Pixel wird der Rot-Wert auf 100% gesetzt
und den Blau-Wert auf 0%. Der Griin-Wert wurde definiert als:

log(1 +¢€) — log(p + €)
log(1 +€) —log(0 + ¢)

(1-0)+0,

wobei € := 1078 und b := 0.2 gesetzt war. In Prozent ausgedriickt, kommt noch der Fak-
tor 100% dazu. Die log-Transformation macht aus dem p-Wert (Wahrscheinlichkeit) einen
Informationswert. Fiir die Darstellung von p-Werten wird dies haufig verwendet. Dieser In-
formationswert wird hier noch affin transformiert. Der Bruch sorgt dafiir, dass der Wert im
Definitionsbereich [0, 1] des Farbwerts liegt. Der b-Wert staucht den Farbwert nach oben, so
dass die Darstellung weniger rot wird. Das sollte rot-griin- oder farbblinden Menschen die
interpretation erleichtern, wobei es dafiir sicherlich bessere Kodierungen gibt. Das Kodie-
rungsschema wurde ausgewihlt, um die Ahnlichkeit mit dem Konzept der fMRI-Analysen
zu betonen - bei der allerdings auch weitere Schemata zur Anwendung kommen.

Bemerkung 30:
Im Fall von 2-Gruppen-Vergleichen ldsst sich auch die Richtung des Unterschieds in der Grafik
darstellen. Bei multivariaten Testverfahren ist es nicht immer sinnvoll von einer positiven oder
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negativen Richtung zu sprechen, im Fall von Korollar[8.3 kann das aber getan werden. Eine Mog-
lichkeit im Fall von Korollar([8.3 “Richtungen” zu definieren, die auch bei Faktoren mit mehr als
zwei Stufen funktionieren, ist: das Vorzeichen der Korrelation von der Variable mit ihrem Vater
dafiir zu nehmen — bzw. von der partiellen Korrelation beziiglich des Modells der Nullhypothese
des Tests. Fiir die oberste getestete Ebene miisste eine willkiirliche Richtung festgelegt werden.
Alternativ kann auch eine feste Referenzebene vorgegeben werden, die mit Vor- und Nachfahren
korreliert wird. In einer zweiten Grafik konnen anstatt der p-Werte auch andere Vergleichsgro-

€ »

f3en, wie die eben erwdhnten Korrelationen selbst dargestellt werden. Theoretisch kéonnte fiir “>
(bzw. “+”) die obige Kodierung verwendet werden und fiir “<” (bzw. “-”) dieselbe Kodierung mit
vertauschten Rollen der Griin- und Blau-Werte. Besser wire jedoch ein Kodierungsschema zu
verwenden, dessen wahrgenommene Helligkeiten fiir identische p-Werte in beiden Richtungen

gleich wirken.

Ringanordnung: Die Wurzel kann als Kreisscheibe im Zentrum der Grafik gezeichnet
werden. Wenn die Wurzel nicht getestet wurde, beginnt die Prozedur stattdessen mit der er-
sten getesteten Ebene im nachsten Schritt. Direkt angrenzend kann die nachste Ebene auf
einem Ring eingezeichnet werden. Die Anordnung der Taxa dieser Ebene auf dem Ring ist
zundchst beliebig wahlbar. Die Grofie sollte die Haufigkeit der Taxa im Datensatz wieder-
spiegeln. Der Winkelbogen jedes Taxons sollte zunédchst direkt am Ende der vorherigen be-
ginnen. Abweichungen davon werden spater angesprochen. Die nachste Ebene wird genauso
aufgebaut — ihr Ring befindet sich aber weiter auflen. Zur Ubersichtlichkeit wird zwischen
den Ringen Abstand gelassen. Die Taxa des dufieren Rings miissen so angeordnet sein, dass
jede vorgestellte Linie durch den Mittelpunkt der Grafik nur durch Taxa verlauft, die eine
Uberkategorie des Taxons auf dem Schnitt der Linie mit dem &duflersten Ring darstellt. Jede
weitere Ebene wird auf dieselbe Weise als Ring hinzugefugt.

Grofle der Taxa: Sei hj =) ", ; ;/m die relative Gesamt-Relativ-Haufigkeit, mit der
Taxon j in einem Versuchsdatensatz mit m Stichproben vorkommt. Hierbei werden also die
Werte, die in jeder einzelnen Stichprobe die relative Haufigkeit angeben, tiber alle Stichpro-
ben zusammengezahlt — unabhangig von ihrer Gruppenzugehorigkeit. Dann definiert sich
der Winkelbogen, den j in der Grafik einnimmt durch 27h;.

Anordnung der Taxa: Bei der Anordnung der Cluster auf einem Ring ist darauf zu ach-
ten, dass sie zu der der anderen Ringe passt. Das bedeutet, dass der Winkelbereich, den ein
Kind einnimmt, in dem Winkelbereich seines Vaters liegen muss. Falls die Grofle, nach der
sortiert werden soll, in allen Clustern unterschiedliche Werte annimmt, kann dies gewahrlei-
stet werden, indem ein stabiler Sortier-Algorithmus in folgender Weise verwendet wird.

Definition 8.1. Stabil ist ein Sortier-Algorithmus genau dann, wenn die Reihenfolge
von allen Elementen mit identischem Wert untereinander immer erhalten bleibt [Knuth
(2007b)].
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Eine geeignete Verwendung einer stabilen Sortierung, falls alle OTUs in jeder Ebene einem
Taxon zugeordnet sind, ist:

1. Setze den duflersten Ring als aktuellen Ring.

2. Sortiere alle Cluster in ihrem Ring, die auf dem aktuellen Ring oder auf Ringen weiter
auflen liegen, nach dem Wert ihres Vorfahrens auf dem aktuellen Ring stabil.

3. Wenn es auf der Innenseite des aktuellen Rings keinen weiteren Ring gibt, ist der Al-
gorithmus fertig.

4. Mache den néchst-inneren Ring des aktuellen Rings zum aktuellen Ring.

5. Gehe zu Schritt 2.

Jedes Kind liegt im Winkelbereich seines Vaters, weil die Kinder anderer Vatern, die restli-
chen Winkelbereiche komplett einnehmen, da die Sortierung gemaf dem Vater wegen der
Reihenfolge der Sortierung immer mit der gemafl dem Kind iiberstimmt.

Bemerkung 31:
Sollten identische Werte in den Clustern aufireten, konnen diese durch Addition minimaler, fiir
die Betrachtung irrelevanter Zahlen, unterschiedlich gemacht werden.

Das Problem gleicher Werte kann auch durch kompliziertere Vergleiche beim Sortieren sau-
ber gelost werden: Ein Cluster a gilt dabei als kleiner als ein Cluster b, wenn der erste (von
der Wurzel betrachtet) Vorfahre A von a, der kein Vorfahre von b ist, einen kleineren Wert
als der entsprechende Vorfahre B von b hat, wobei @ = A und b = B sein darf. Falls die
beiden Werte gleich sind, werden stattdessen die Namen von A und B verglichen. Die Ver-
wendung der Namen um einen Bindungen zu brechen, ist unproblematisch, da es nur um eine
Visualisierung geht. Wird diese Weise verwendet, braucht jeder Ring nur einmal sortiert zu
werden.

Zur Sortierung bietet sich die relative Haufigkeit an, mit der ein Taxon insgesamt im Daten-
satz vorkommt.

Taxonomisch nicht vollstindig zugeordnete OTUs: Bei der Darstellung der Tester-
gebnisse ist es nicht wiinschenswert, dass kiinstliche Cluster, die durch Kopieren von Be-
zeichnungen unterer Ebenen erstellt wurden, dargestellt werden. Diese sollten besser durch
Liicken in den Ringen repréasentiert werden. Fiir andere kiinstliche Cluster kann die Darstel-
lung sinnvoll sein, aber auch diese konnen durch Liicken wiedergegeben werden. Wenn die
hierarchische Adjustierung ohne Erstellung kiinstlicher Cluster oder Entfernung von OTUs
durchgefithrt wurde, miissen die Winkelbogen der Kinder soweit verschoben (genau genom-
men: gedreht) werden, dass sie am Beginn des Bogens ihres Vaters starten.
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Bemerkung 32:

Die grafische Darstellung kann auch ohne hierarchische Adjustierung verwendet werden, um
die p-Werte explorativ darzustellen. Sie kann auch einfach nur mit gewohnlicher Adjustierung
innerhalb der Ebenen verwendet werden. Abbildung|[8.1 zeigt Testresultate fiir Abundanzunter-
schiede zwischen verschiedenen Bodentypen auf diese Art. In Abbildung (8.2 sind diese Testre-
sultate nochmal fiir Adjustierungen mit der hierarchischen Bedingung und mit verschiedenen
Fokus-Ebenen zu sehen.

8.3. Hierarchisches Testen auf phylogenetisch
transformierten Daten

Dieser Abschnitt beschreibt kurz ein Prinzip, wie eine bereits existierende phylogenetische
Transformation fiir ein multiples Testverfahren verwendet werden kann.

Die phylogenetische Koordinatentransformationen PhILR (Abschnitt[C.3.4|auf Seite ver-
bindet phylogenetische Information und Haufigkeitsdaten. Die Ergebnisse konnen mit multi-
plen Testverfahren untersucht werden. Die transformierten Variablen vermischen allerdings
die urspriinglichen Variablen. Obwohl sich PhILR-transformierte Variablen biologisch inter-
pretieren lassen, wire auch eine direkte Interpretation im Sinne der urspriinglichen Variablen
wiinschenswert.

Die PhILR-Transformation tibertragt die Haufigkeits-Messwerte der Blatter eines phylogene-
tischen Baums auf dessen innere Knoten einschlie8lich der Wurzel. Tests auf diesen Werten
konnen mit dem Verfahren von Meinshausen (2008) adjustiert werden. Die Tranformation
kann so definiert werden, dass nur die Messwerte aus dem Unterbaum eines Knotens fiir sei-
nen Wert verwendet werden und auch keine Werte anderer Stichprobenelemente verwendet
werden - abgesehen davon, dass der phylogenetische Baum davon abhéangt, welche Mikroben
irgendwo in der Stichprobenmenge gemessen wurden, also auf diesen bedingt werden muss.
Ein univariater Test fiir die Hypothese der Verteilungsgleichheit verschiedener Gruppen in
der transformierten Variable testet gleichzeitig auch diese Hypothese in den urspriinglichen
Variablen des Unterbaums. Die Blitter erhalten keine transformierten Werte, konnen aber
mit ihren urspriinglichen Werten in das Schema aufgenommen werden.

Die Ergebnisse waren in der Form schwerer zu visualisieren, da sich phylogenetische Bau-
me (als Bindrbaume) nicht auf bekannte Ringe abbilden lassen. Der phylogenetische Baum
kann gegebenenfalls unter Informationsverlust zu einem vorgegeben taxonomischen ver-
kiirzt werden. Knoten werden in dem Fall “verschmolzen”, indem von einer Menge von Kno-
ten, die zu einem einzelnen Knoten verschmolzen werden soll, der gemeinsame Vorfahre in
dieser Menge erhalten bleibt und alle anderen Knoten verworfen werden. Hierbei gelte jeder
Knoten als einer seiner eigenen Vorfahren. Die beteiligten Kanten werden so ersetzt, dass
jeder Pfad zwischen Knoten, die in beiden Baumen vorhanden sind, sowie die Summe der
beteiligten Kanten-Gewichte, erhalten bleiben.
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ITS-Sequenzierungsdaten sind zur Konstruktion phylogenetischer Baume fiir Pilze kaum ge-
eignet - siche Abschnitt auf Seite PhILR ist daher momentan eher fiir Bakte-

riendaten und zu empfehlen.

8.4. Zufillige Hypothesenmengen

In Mikrobiomanalysen héngt die Menge der Hypothesen von den Messwerten ab. Die Zu-
sammensetzung der Hypothesenmenge konnte mit den Testergebnissen zusammenhéngen,
da mit sinkender Wahrscheinlichkeit des Auftretens einer Hypothese die Wahrscheinlichkeit
steigen konnte, dass die Variable ungleichmaflig haufig in den zu testenden Gruppen gemes-
sen wurde. Sicherheitshalber konnen Tests und Transformationen verwendet werden, die
seltene Mikroben nicht zu hoch gewichten. Haufige Mikroben sollten auch mit haufigen Hy-
pothesen assoziert sein. Das Problem zufélliger Hypothesen ist wahrscheinlich viel weniger
ausgepragt als bei den in anderen biometrischen Bereichen oft verwendeten Vorselektions-
Verfahren fiir mehrfaktorielle Modelle, bei denen Faktoren in ein Modell aufgenommen wer-
den, wenn sie einen niedrigen p-Wert in einem univariaten Test auf denselben Daten gezeigt

haben.
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Abbildung 8.1.: Statistical Parametric Mapping tibertragen auf Mikrobiomanalyseergebnisse
Nichtsignifikante Cluster sind grau. Von rot bis gelb sind p-Werte (abnehmend) dargestellt. Die Ringe ent-

sprechen taxonomischen Ebenen. Die Wurzel des taxonomischen Baums befindet sich in der Mitte. Taxono-
mische Bezeichnungen der Organismengruppen sind an jeweiliger Stelle eingetragen. Auf der imaginiren
Verbindungslinie zwischen einer taxonomischen Gruppe und der Wurzel befinden sich die héher ange-
siedelten taxonomischen Zuordnungen der entsprechenden Gruppe. Die Differenz der Winkel, die eine
taxonomische Gruppe begrenzen, geteilt durch einen vollstdndigen Kreisumfang, entspricht dem relativen
Anteil dieser Gruppe im Datensatz. Der Datensatz wird in |/Antweiler et al{(2017) beschrieben. OTUs, die
nicht vollstindig auf allen taxonomischen Ebenen zugeordnet werden konnten, wurden vor der Analyse
entfernt. Im Test wurden Héufigkeiten log-transformiert — mit Offset 0.001. Getestet wurden die Regres-
sionskoeflizienten fiir den Bodenfaktor in einem Modell mit Standort-, Versuch- und Bodeneffekt. Als Test
wurde der PC-Test von |Lauter et al|(1998) mit einer Hauptkomponente verwendet. Aus der hierarchischen
Adjustierung wurde hier nur die gewichtete Bonferroni-Adjustierung verwendet. Die Bedingung, dass die
p-Werte von Kinder nicht kleiner sein diirfen, wurde hier nicht angewendet. Die Grafik hat an dieser Stelle

explorativen Charakter. 84



Abbildung 8.2.: Verschiedene Darstellungsoptionen

Die Legende aus Abbildung [8.1]lasst sich, bis auf wenige Anderungen, auf diese vier Grafiken iibertragen.
Die Daten wurden nicht log-transformiert. In a und b wurde eine hierarchische Adjustierung, basierend
auf der vierten taxonomischen Ebene (Ordnung) als Fokus-Level, verwendet. In ¢ und d wurde eine taxono-
mische Adjustierung gemaf Korollar [8.3| verwendet, die auf derselben Ebene beginnt, bei d allerdings nur
teilweise - siehe unten. Bei diesen beiden Grafiken wurde dementsprechend kein PC-Test verwendet, son-
dern ein lineares Modell auf den Summen der relativen Héufikeiten. Die héheren Ebenen sind daher hier
nicht dargestellt. Die p-Werte in a und ¢ wurden durch ein Blatt-Anzahl-gewichtetes Bonferroni-Verfahren
adjustiert und sind vollstandig konfirmatorisch. Fiir b und d wurden diese Adjustierung ausgelassen, wes-
halb sie exploratisch zu verstehen sind. Die oberen Bilder unterscheiden sich in der Reihenfolge der Taxa
auf ihren gemeinsamen Ringen von den unteren Bildern, da in den oberen Bildern die héchsten drei taxo-

nomischen Ebenen bei der Sortierung beriicksichtigt wurden, die nicht Teil der unteren Bilder sind.
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9. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden erfolgreich mehrere Auswertemethoden fiir Mikrobiom-
daten entworfen, die biologische Konzepte beriicksichtigen. Besonderer Wert wird auf die
Interpretierbarkeit der Ergebnisse gelegt. Fiir Aquivalenztests wurde die Verwendung eta-
blierter 6kologischer Abstandsmafle vorgeschlagen. Hierzu wurden Verfahren kombiniert
und verbessert, damit unter realistischen Stichprobengréf3en und Versuchsbedingungen ge-
testet werden kann. Das betrifft insbesondere die Varianzbestimmung durch ein stratifiziertes
Jackknife-Verfahren zur konservativen Varianzbestimmung, das sich auch fiir kleine Stich-
proben eignet. Die zuvor verdffentlichte Form schriankte das Verhaltnis der ausgelassenen
Teile in dem Varianzschatzer zwischen Straten soweit ein, dass die Gruppengrofienrelationen
nur wenige sehr genaue Werte annehmen durften. Selbst durch eine gute Versuchsplanung
kann dies nicht garantiert werden, wie sich auch in dem Versuch gezeigt hat, der im Rahmen
der Projektforderung der vorliegenden Dissertation durchgefithrt wurde. Der Nachweis, dass
das hier angepasste Verfahren die gewiinschten Eigenschaften besitzt, wurde mithilfe einer
ANOVA-Typ-Zerlegung des Varianzschétzers durchgefiihrt. Fiir die Ausmafle der Konserva-
tivitat des Varianzschatzers wurden, fiir den Spezialfall einer linearen Statistik, Gleichungen
aufgestellt. Der Varianzschatzer wurde dann zur Konstruktion eines Konfidenzintervalls und
dieses wiederum als Grundlage fiir einen Aquivalenztest verwendet. Wie nétige Information
iber Aquivalenzgrenzen in verschiedenen Versuchsschemen gewonnen werden kann, wur-
de beschrieben. Fiir Tests auf Unterschied zwischen Mikrobenhéufigkeiten wurde bei zwei
multiplen Testverfahren phylogenetische Information in die Analysen integriert. In hierar-
chischen Tests wurde die taxonomische Struktur als Hierarchie verwendet und die Hypo-
thesenformulierung angepasst. Auf diese Weise wurde insbesondere die Auswertung auf
kommunizierbare Organismengruppen konzentriert. Zu den Ergebnissen wurde eine iiber-
sichtliche, grafische Darstellungsmoglichkeit entwickelt. Fiir ein sequenzielles Testverfah-
ren, wurden Giitevorteile beschrieben, die nicht auf der Korrelationsstruktur der Variablen
beruhen und durch phylogenetische Information méglich sind.

Giite-Nachweis-Problematik: Einen Giite-Vorteil durch die Ausnutzung phylogenetischer
Information bei den multiplen Testverfahren nachzuweisen, ist problematisch, da unklar ist,
auf welche Mikroben ein Versuch einen Einfluss haben sollte und auf welche nicht. Der Wahr-
heitsgehalt der Hypothesen ist unklar. Auf der anderen Seite ist dieser zwar bei Simulationen
bekannt, aber hier muss ein Zusammenhang zwischen den Héufigkeiten und der Phyloge-
nie vorgegeben werden. Wie dieser realistisch auszusehen hat, ist schwer abzusehen. Daher
wurden hier bekannte Zusammenhange moglichst umfassend zusammengetragen und be-
riicksichtigt. Aulerdem wurde mehr Wert auf die Interpretierbarkeit der Ergebnisse gelegt.
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Auf diese Weise konnten relevante Fortschritte erzielt werden.

Eine Ausnahme der Nachweisproblematik entsteht durch einen anderen Fokus: Ein Giite-
Vorteil kann durch Anndherungen realer Verhiltnisse an die Bedingungen eines Verfahrens
entstehen. Hier trifft das insbesondere fiir das sequenzielle Testen mit datenabhéngig ge-
ordneten Hypothesen nach Kropf zu. Ein Zusammenhang zwischen phylogenetischer Infor-
mation und den Mikrobenhaufigkeiten braucht nicht angenommen zu werden. Der Wahr-
heitsgehalt der Hypothesen braucht daher nicht bekannt zu sein. Wenn die Varianzen in
verwandten Gruppen von Mikroben dhnlicher sind als in gleich-grofien anderen Gruppen,
kann das Verfahren davon profitieren, solche Gruppen nach Verwandtschaft zu bilden.

Testgiiltigkeit: Bei einstelligen Stichprobengréfien und tiberwiegend 0-Eintragen in den
Realisierungen der Zufallsvektoren stellt sich die Frage, ob sich Tests asymptotisch rechtfer-
tigen lassen. Nichtasymptotische Randomisierungsargumente, mit denen Permutationstests
begriindet werden konnen, sind ebenfalls problematisch. Sie basieren auf Gruppenzugeho-
rigkeiten: Die Hypothese besagt, dass die Zuordnung der Gruppe zu den Werten zuféllig war.
Diese Hypothese kann nicht fiir eine Dimension des Vektors wahr und fiir eine andere falsch
sein. Da die Verteilungen einer Untermenge von Variablen sich nur zwischen Gruppen un-
terscheiden kénnen, wenn die Randomisierungshypothese falsch ist, kann das Testverfahren
auch als Test fiir die Hypothese der Gleichheit der Verteilungen dieser Untermenge interpre-
tiert werden. Fiir diesen sind einige Adjustierungsverfahren wie z.B. Bonferroni anwendbar.

Fir multiple Testschemata auf ungewdhnlichen Daten bei kleinen Stichprobengrofien ist
eine begriindete Testauswahl uniiblich. Hier wurde ein lineares Modell (bzw. PC-Test [Lau-
ter et al| (1998)] bei mehreren Dimensionen) verwendet, weil ich dieses standardmaflig oft
verwende. Die Score-Bildung ist sicher giinstig fiir das asymptotische Argument, allerdings
stellt sich die Frage, ob das Bilden des Scores gerechtfertigt ist. Die Frage lasst sich auch fiir
die Variablensortierung in dem sequenziellen Testverfahren stellen. Andererseits basiert der
in der Okologie weit-verbreitete Bray-Curtis Abstand ebenfalls auf einer Linearkombinati-
on.

Zusatznutzen phylogenetischer Information: Fiir statistische Verfahren auf hochdi-
mensionalen Daten ist meist zu erwarten, dass sie davon profitieren, wenn weniger Skalie-
rungsunterschiede zwischen den Variablen vorliegen, die nicht auf den Versuchseinfliissen
beruhen. Bereits aus messtechnischer Sicht ist momentan bei den meisten Mikrobiomanaly-
sen zu erwarten, dass die Variablen unterschiedlich skaliert sein werden, denn: 1. unterschei-
det sich die Anzahl der Markergene, die sequenziert werden konnen, zwischen den Organis-
men und 2. werden die DNA-Fragmente, abhéngig von ihrer Sequenz, unterschiedlich leicht
aufgegriffen. Beides sind Effekte, die zwischen naher-verwandten Organismen weniger zu
erwarten sind. Die Hauptkomponenten-Analysen der vorliegenden Daten stimmten besser
mit dem Versuchsdesign tiberein, wenn sie auf Kovarianzmatrizen als auf Korrelationsma-
trizen aufbauten. Eine naive Skalenangleichung scheint hier also kontraproduktiv zu sein.
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Es liegt somit eine Situation mit Potential fiir phylogenetische Skalenangleichungs-Ansétze
Vor.

Unabhéngig davon kann ein Zusammenhang zwischen Verwandtschaft und Auswirkung ei-
ner Behandlung vermutet werden. In 6kologischen Studien ist die Verwendung phylogene-
tischer Absténde iiblich.

Ein Fokus auf Testergebnisse, die gangigen Einteilungen entsprechen, erzeugt viele Vorteile.
Die Ergebnisse lassen sich besser kommunizieren und verstehen. Eine sinnvolle Einteilung
kann ihre Sinnhaftigkeit auf die Ergebnisse ibertragen. Ein positives Testergebnis fiir eine
verwandte Gruppe von Organismen kann in einem Folgeversuch (ggf. Auftauung von Pro-
ben) genauer untersucht werden, bei dem Primer oder Marker oder Kultivierungsverfahren
speziell fir diese ausgewahlt werden.

Mikrobiomanalysen sind 6kologische Untersuchungen von mikrobiellen Gemeinschaften.
Dennoch werden viele Ansétze verfolgt, die die Haufigkeiten einzelner Mikroben als ab-
strakte Variablen behandeln, denen nur lineare Abhangigkeiten zugrunde liegen, die auch
erst aus ihren Werten abgelesen werden kénnen. Der Anteil solcher Ansétze scheint hoher
zu sein als der, Fotos ohne Beachtung raumlicher Zusammenhénge zu analysieren. (Wie viele
blaue, griine, gelbe, usw. Pixel gibt es in dem ersten Foto und wie viele in dem zweiten?) Das
Ausnutzen phylogenetischer Information wird méglicherweise nie die Bedeutung haben, die
raumliche Nédhe in Fotos zukommt. Dies ist eher fiir 6kologische Zusammenhéange zu erwar-
ten. Dennoch scheint es mir ein Schritt in die richtige Richtung zu sein, der auch Probleme
offen legt und das Verstandnis iiber die Struktur der Proben verbessern kann. Bei metage-
nomischen Analysen fallen viele Probleme weg, da die phylogenetische Verwandtschaften
einzeln fiir jedes Gen betrachtet werden konnen.

Informationstheoretische Ansitze: FEin Teil der Forschungsarbeit verfolgte urspriing-
lich Ansatze aus dem Themengebiet der Informationstheorie. Die Mikrobengemeinschaften
wurden hierbei als empirische Verteilungen angesehen. Da bei den Ansétzen nicht der ge-
wiinschte Nutzen zu erkennen war und eine umfangreichere Beschreibung teilweise fort-
geschrittener, informationstheoretischer Grundlagen nétig gewesen ware, wurden sie nicht
mit in den vorliegenden Text tibernommen.

Ungiinstige Daten: Mit Beginn des Dissertationsvorhabens wurde der Versuch geplant,
aus dem schlie3lich die ersten Daten kamen. Bis diese vorlagen, hat es einige Jahre gedauert.
Diese Daten stammten von Pilzen und waren lange Zeit die einzigen, die verwendet wurden.
Phylogenetische Baume lagen nicht vor. Fiir einige Verfahren wurde auf taxonomische Bau-
me ausgewichen, die aus Datenbanken bezogen wurden. Dementsprechend stand nicht das
volle Potential der theoretisch mdglichen Information zur Verfiigung. Auch die Anzahl der
Variablen verringerte sich auf die, die in Datenbanken klassifiziert waren. Die meiste Zeit
wurde versucht, Methoden anhand einer Sequenz-Ahnlichkeitsmatrix von Pilzen zu entwer-
fen. Das war oft nicht erfolgreich. Nachdem ich von den speziellen Problemen bei Pilzen
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erfahren habe, scheiterte der Versuch, ein Hauptkomponentenverfahren anhand von Bakte-
riendaten zu bestatigen. Ein grofer Teil der vorliegenden Arbeit besteht in der Erklarung der
Datenstruktur. Leider fehlte oft die notige Zeit, Verfahren an diese anzupassen, weshalb dies
auf weitere aufbauende Arbeiten verschoben werden muss.

Auf die Beschreibung der Daten und ihre Gewinnung wurde daher (und wegen der sich ab-
zeichnenden langsamen Entwicklung hin zu Metagenom-Sequenzierung) viel Wert gelegt.
Die elementare Struktur der Sequenzen und Fehlerquellen durch Sequenzierungen wurden
besprochen. Die komplexe Verwandtschaftsbeziehung zwischen Variablen wurde néher be-
trachtet. Darauf aufbauend hétte idealerweise eine Suche nach bestmoéglichen Datensétzen
stattfinden sollen.

Aussicht: In den letzten Jahren konnte die Anzahl der 0-Werte und Variablen durch ge-
schicktere Betrachtung der Daten deutlich reduziert werden. Durch Fortschritte in der Mess-
technik wurden die Messungen giinstiger und langer. Mit den Langen nimmt auch ihre phy-
logenetische Aussagekraft zu. Es bleibt zu hoffen, dass zukiinftig mittelfristig Markergene
gewahlt werden, die nur in einer Kopie vorkommen, bis das Sequenzieren ganzer Genome
dominieren wird — was allerdings einen der Vorteile der hier entwickelten Ansatze reduziert.
In Bereichen, in denen der Versuchsaufbau nicht die Kosten dominiert, konnen Stichprobe-
numfange grofier werden. Proben konnen mehrfach gemessen und Referenzproben verwen-
det werden. Die Messung von Zeitreihen ermoglicht andere Versuchsdesigns. Insbesondere
kann sich Information tiber 6kologische Dynamiken ansammeln. Es kénnten Laborversuche
ohne Storgroflen geplant werden, die Dynamiken untersuchen und 6kologische Informati-
on schaffen, die in allen weiteren Auswertungen beriicksichtigt werden kann. Anteilsmaflig
wird die Finanzierung wahrscheinlich eher grofiere medizinische Projekte betreffen, in de-
nen beispielsweise Patienten ihre Stuhlproben selbst vorbeibringen — mit unterschiedlichen
Zeitlangen und Bedingungen, bis eine oftmals unzureichende Kithlung beginnt, die nicht den
Qualitatsstandards biologischer Studien geniigt, womit selbst die Wiederauswertung mit zu-
kinftig verbesserten Verfahren fiir diese Datenerhebungen in Frage gestellt wird.

Anwendungsfelder: Die Methodiken von Mikrobiomanalysen lassen sich auf groflere
mehrzellige Organismen verallgemeinern. Das wurde hier nicht ausgefithrt und hétte den
Text deutlich verlangert.

Pflanzenpollen konnen prinzipiell mit denselben Methoden untersucht werden. Durch die
Analyse von beispielsweise Bienenwaben konnen Aussagen iiber Zusammensetzung und
Veranderungen in grofiflichigen Landabschnitten und Zusammenhinge zwischen den Be-
stdubern und Pflanzen getroffen werden [Pornon et al. (2017)].

Auch Mitochondrien lassen sich mit den Methoden der Mikrobiomanalyse untersuchen. Ei-
ne eukaryotische Zelle enthilt eine ganze Population von Mitochondrien. In menschlichen
Zellen sammeln sich Mutation in Mitochondrien vor allem in Gehirn und Herzmuskel dlterer
Individuen an [Burger et al|(2003)]. Das deutet auf Forschungspotential hin, wenn giinstig
lange Sequenzen bestimmt werden kénnen.
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Zellen des Immunsystems sind relativ leicht zuganglich. Next-Generation Ansatze konnten
eventuell akute Infektabwehr und latente Immunitét auseinanderhalten und identifizieren —
ohne dass man sich vorher auf bestimmte Erreger festlegen miisste.

Momentan schon praktikabel, aber noch zu teuer fiir Routine-Untersuchungen, ist der schnel-
le sequenzbasierte Nachweis von beliebigen Erregern in einer Probe, in der Erreger vermutet
werden. Fir seltene Infektionskrankheiten wurde bereits nachgewiesen, dass Next Gene-
ration Sequencing Verfahren traditionellen Diagnosemethoden tiberlegen sind [Tiew et al.
(2020)].

Next Generation Sequencing basierte Ansatze zeigen daher und aus vielen weiteren Griinden
ein weites Anwendungsspektrum, dessen Bedeutung weiter anwachsen wird. Diese Arbeit
leistet einen kleinen Betrag fiir darauf basierende Datenauswertungen.
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Teil V.

Anhang
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A. Abstandswahl

Uberlegungen

Ziel ist es an dieser Stelle, fiir den Abstand zwischen den Mittelpunkten von zwei Gruppen
X und Y unabhiangiger Zufallsvektoren ein geeignetes Mafl fiir einen geeigneten Intervall-
Schatzer (beruhend auf paarweisen Abstanden) zu entwickeln. Hierbei erscheint zunachst
folgende Statistik vielversprechend:

wa(l‘ y n E d I’Hyj E d ‘r“xj _2 E y27y]
'ty 1<i<ng I 1<4,j<ng y i<n
1<j<ny,
Beispielsweise fiir den quadratischen euklidischen Abstand d(a,b) := Y 7_, (ay — bg)*:
p
1 2
wa(x ?J n E E T — yjk: -3 g g xzk - %k —2 E E (yik - yjk)
2Ty 1<i<ng k=1 I 1<i,j<ng k=1 My 1<i,j<ny k=1
1<j<ny,

Abstand der Mittelpunkte

Fir Absténde, die sich fiir ein beliebiges reelles Skalarprodukt gemaf;

d(z,y) =z —y|f =<z —y,z—y> . (A1)

definieren lassen, kann der Abstand der Mittelpunkte von = und y in paarweise Abstande
zerlegt werden.
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Satz A.1:

Sei 'V ein reeller Vektorraum, mit Skalarprodukt < .,. > und daraus resultierender Norm ||.||.

Seienx1,...,T,, €V undyy,..., v, €V .

Dann gilt:

1

n
T 1<i<ng Z 1<i<j<ng
1<j<ny

Lemma A.2:

Y 1<i<j<ny

1 “ =12 1 2 1 2
n—x;chi—xH ~ o2 Z ||zi — ;]| _n_§ Z ||z: — ;]|

T 1<i,j<ng

Beweis von LemmalA.2

Sl =zl =Y (lwill? =2 < 2,2 > +[|2]]%)
i=1 i=1
Ny 1
= () —— > <wiz>
i=1 Nz 1<i,j<ng
1
=~ on Z || —xjHQ

T 1<i,j<ng
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1<i<j<ng

ez

=" (lwl?) = nalla|

=1

1 3 il [* + []25][?
n 2

T 1<ij<ng

1
T Z || — ;|

T 1<i<j<ng

_ 1 1
. M=yl =llz—alP+— > lw—zlP+— > lwi—ul’

— < T, >>



Beweis von Satz[A 1

Soollw—yllP= > @w-2)-@-9+@-9)|

1<i<ng 1<i<ng
1<j<ny 1<j<ny
1<i<ng
1<j<ny

(II% =3l + lly; — 9ll* + llz — 7l”

+2<xi—x,(x—y)—(yj—y)>+2<yj—y,x—y>>

= > (o=l +lly; — 9lI° + llz - g1*)

1<i<ng
1<j<ny

- - 1 Nz ~ 1 Ny -
=ngny [ 12 —glP +—> |z —z|P+—> |y — 4l
N i=1 Ty i=1

_ 1 1
=Nz Ny H»’U—ZJHQJFE Z ||»’Ui—95j|\2+§ Z [y =yl

Aus Satz[A.1|folgt fur die Statistik

T 1<i<j<ng Y 1<i<j<ng

1 1
= Y lwmlPr o > - wll

1<i<j<ng Y 1<i<j<ny

= mw(z,y) = 17 -3l

1
Poaly) = S i =l
Y 1<i<ng
1<j<ny
1
e >l =yl -
Y 1<i<ng
1<j<ny
direkt:
Transformation

]

In einem euklidischen Vektorraum erhalt man den euklidischen Abstand daraus durch eine
Wourzeltransformation. Eine Verallgemeinerung von Satz auf andere Abstandsmafle ist
im allgemeinen nicht méglich. Wenn die Statistik 74, als Heuristik beibehalten wird, kann
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im allgemeinen auch keine Wurzel gezogen werden, da 74, fiir andere Falle auch negative
Werte annehmen kann. In solch einem Fall lasst sich, anstatt einer Wurzel, die Funktion
7+ sign(r)\/|r| verwenden, die im positiven Fall gerade der Wurzel entspricht und die
Monotonie-Eigenschaften beibehalt. Falls stattdessen die Konvexitat erhalten bleiben soll,
kann r + /7| verwendet werden. Hierbei ist 7, := max(0,7) .

normaler univariater euklidischer Abstand

Wie man an dem Fall Vi, j : x; > y; sehen kann, ist eine Statistik der Form
Tow = 1p(X,Y) — (1p(X, X) — (Y, Y)) /2 nicht unbedingt gut geeignet, um |z — | zu er-
weitern:

1 1 L
n Z |z — ;| = n in_yj—$_y_|x yl

n n
Y 1<i<ng T 1<i<ng
1<j<ny 1<j<ny

Der Term 7,(X,Y") aus Gleichung (4.1), Seite [27, kénnte im (nicht-quadratischen) euklidi-
schen Fall eine bessere Wahl sein.

Betrachtungen dazu erfolgen hier nur univariat und kénnen als Spezialfall zur Uberprifung
der Korrektheit von Algorithmen in Simulationsstudien verwendet werden.

Notation 7. Bezeichne x(;) das i-t-kleinste Element von x und rank(z) den Vektor der Range
von z, wobei der Rang 1 an das kleinste Element vergeben wird. Falls mehrere Elemente
gleich grof3 sind, sei deren Anordnung untereinander beliebig und ihr Rang unterschiedlich.

Notation 8. 1 bezeichne den Vektor, jeweils geeigneter Dimension, der in jeder Koordinate 1
ist.

Lemma A.3
Mit Notation|7 gilt:

Z |z; — z;| = 227 (rank(a:) _ ; 11) : (A.2)

1<i<j<ng
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Beweis.

Ne—1 ng

Yoo lm—zl= Y wh—rm=), Y wH) -6

1<i<j<ng 1<i<j<ng i=1 j=i+1
ng—1 Ny
= g _(nx — Z)JZ(Z) —+ E I(j)
=1 j=i+1

= (nm — 1):(3(711,) + (nw — 3):15(”3:_1) + ...+ (1 — nx)x(l)

3 X T 1
=2 Z (i) — na(ne +1)T =2 (xTrank(x) — wx>
i=1

2
e+ 1
=227 (rank(a:) s 1)

2

1 . .. .
D) 2oi<i<j<n, [Ti — ¥;| ist auch als Gini-Mean-Difference bekannt.

Definition A.1. Zu der aus den beiden Stichproben x und y gepoolten Stichprobe
2T = (Z1, o, Ty, Y1, - - - ,Yn,) seien die Funktionen I, und /,, die jeweils die Réange von
x bzw. y in dieser gepoolten Stichprobe angeben, folgend definiert:

LAl ... ongt —{1,...,ny +ny}
i (1) = L.(3), so dass ;) = (1, (i)

L A{1,...,n,} = {1,...,ny +ny}
i = (1) = 1,(3), so dass Y.y = z(1, (i)

und I,({1,...,n. b)) UL,({1,...,n,}) ={1,...,np +n,}.

Auch diese und die nichste Definition sind nicht eindeutig, falls mehrere Werte identisch
sind. Sie werden hier aber nur verwendet, wenn die jeweiligen Gleichung eindeutig bleiben,
weil die uneindeutigen Terme geeignet gemeinsam auftreten.

Arank(z); := I,(i) — rank(z);

Satz A.4:

Z |z — yi| =2 (xT (Arank(x) - %1) +yt (Arank(y) - %1)) (A.3)

1<i<ng
1<j<ny
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Beweis.

Slmi—yl= D lm—zml— Y lwi—al— Y -l

1<i<ng 1<i<j<ng+ny 1<i<j<na 1<i<j<ny
1<j<ny

(ngy +ny + 1)(ng + ny)

=2 (zTrank(z) — z
2 ~~
(neZ4+nyy)/(nat+ny)

1 1
— o'rank(z) — —(nwz )nxf — yTrank(y) — —(nyz )nyy>
1
2<z rank(z) — %(ng@ + nyy)
(ng + 1)n,

— x'rank(z) — 7 — y rank(y) —

(ny +1)ny _
2 2 Y
=2 (z"rank(z) — 2" rank(z) — y" ranky)

+ ((ne +1) = (nz + 1y + 1))neZ + (ny + 1 = (ng + ny + 1)1, 9

=2 (z"rank(z) — 2" rank(z) — y'ranky) — n,n,(Z + 7)
Nz+ny ng ny nn
—9 . 5 — . o= . o= xlly _
Z 12(3) sz() ;zy() 5 (Z +79)
N . Ny . Ty » Ny B
=2 Z L)z — Y iz + Y L(0)z,0 — > iy — ——2 (T + y))

=1 =1 i=1

=92 <xTArank(:v) + y" Arank(y) —

=2 <xT <Arank(:v) — %1) + 7 <Arank(y) - %1))

Satz A.5:
Seien X ~ N(f;,0) undY ~ N(u,, o) unabhdngig. Dann gilt:

E|X -Y|= % (ze—(“zaa”yf) + (e — 1) (1 — 20 (%)) . (A4)
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Beweis. Seien Z ~ N(0,1) und ¢ € R. Dann gilt:
E|Z + ¢l ZE( (Z+0) (Lzse) = Lz<o) )
:E( (Z + C) (1 — 2:[]-(Z<c)) )

—F (Z (1-21(zc) + ¢ (1 - 2Lz<0) )
- (_2 /_Oo \/;_We—fdt> +c(1—29(c))

u(c) 1
—(2 i Edu)—l—C(l—Q@(C))

2
(mit: u=e" 2, du = _te_%dt>

L -
\/%26 > +c(1-29(0) .
Mit ¢ = (p, — 1)) /(V/20) gilt (X —Y)/(v/20) — ¢ ~ N(0, 1) und somit:
E|X — Y| =E\N20Z +20¢c| = V20E|Z + ¢|

A e (1 -2 (w - My)/(\/ég)»

=2
:%Qe—(“%“yf + (fte — iy) (1 —2¢ (Mx\/%auy))
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B. Biologie

Als Grundlage fiir einige phylogenetische Konzepte wird zunachst der Begriff Baum aus der
Graphentheorie benétigt.

Definition B.1 (Baum). Ein “Baum” (bzw. “Tree”) besteht aus zwei Mengen fiir die fol-
gendes gilt: Die Elemente der ersten Mengen werden “Knoten” genannt. Die Elemente der
zweiten Menge werden “Kanten” genannt und bestehen jeweils aus einem Paar unterschied-
licher Knoten. Ein n-Tupel von Kanten der Form ( (xq, 1), (21, %2), ..., (X1, Z,) ) wird
“Pfad der Lange n von xy nach z,,” genannt. Hierbei sind zy, . .., z,, paarweise verschie-
dene Knoten. Zwischen je zwei verschiedenen Knoten existiert ein eindeutiger Pfad. Dies
definiert einen “freien Baum”. Wird ein Knoten als “Wurzel” ausgezeichnet, ist der Baum
nicht mehr frei. Dies definiert eine Hierarchie mit der Wurzel an der Spitze.

[Knuth! (2007a)]

Notation 9. Ist ein Pfad monoton beziiglich der Hierarchie, wird er “Ast” genannt. Jede Kante
definiert einen “Vater-” und einen “Kindknoten”, wobei das Kind niedriger in der Hierarchie
steht. Knoten ohne Kind werden “Blétter” genannt. Alle anderen Knoten sind “innere Kno-
ten”. Ein Baum mit Wurzel ist ein “bindrer Baum”, wenn kein Knoten mehr als zwei Kinder
hat. Bei bindren Badumen werden die Kinder eigentlich geordnet (links und rechts) - dies
kann und sollte im phylogenetischen Kontext ignoriert werden. Sind die Knoten und Kanten
eines Baums Teilmengen eines anderen Baums, wird erster auch als “Unterbaum” bezeichnet.

Bemerkung 33:
Kanten konnen mit Gewichten versehen werden, die auch Kantenldngen genannt werden. Wer-
den diese ignoriert, spricht man auch von der Topologie des Baums (Tree-Topologie).

B.1. Genetik

Die meisten genetischen Prozesse verlaufen in allen Lebewesen sehr dhnlich.
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B.1.1. Grundlegende Begriffe

Da es schwer ist alle Fachbegriffe sinnvoll in einer Reihenfolge einzufithren und zu belegen,
werden einige grundlegende Begriffe an dieser Stelle vorweg kurz erklart:

Protein: ein biologisches Molekiil, das aus einer Kette von Aminosduren besteht. In seinem
funktionsfahigen Zustand ist es zu einer raumlichen Struktur gefaltet.

DNA: Speichermolekiil der Erbinformation von Lebewesen.

RNA: Molekill, das Erbinformationen schlechter speichert als DNA und weniger geeignet
ist Funktionen auszufiihren als Proteine. Sie entspricht einer Kette bzw. Sequenz.

Sekundarstruktur: Oberbegriff zu elementaren Faltungstypen von kleineren Abschnitten
eines kettenformigen Molekiils im Raum. Diese werden selbst wieder zueinander raum-
lich angeordnet.

Enzym: ein biologisches Molekiil, das eine chemische Reaktion katalysiert — d.h. erheblich
begiinstigt.

DNA-Synthese: die Erzeugung von DNA.

DNA-Replikation: DNA-Synthese entsprechend einer DNA-Vorlage.
Transkription: Synthese von RNA entsprechend einer DNA-Vorlage.
Translation: Proteinsynthese entsprechend einer RNA-Vorlage (mRNA).
DNA-Polymerase: ein Enzym, das die DNA-Replikation durchfiihrt.
RNA-Polymerase: ein Enzym, das die Transkription durchfihrt.

Ribosom: ein zusammenhangender Komplex aus vielen Molekiilen, der die Translation durch-

fihrt.

Primer: eine kurze DNA-Kette (manchmal auch RNA), die bei einer DNA-Replikation ver-
langert werden soll.

Chromosom: ein sehr langer DNA-Strang, der Erbinformation des Organismus enthalt.
Zelle: grundlegende Funktionseinheit jedes Organismus.

Zellkern: ein Bestandteil von Zellen in einigen Organismen, der von einer pordsen Mem-
bran umschlossen ist und die Chromosomen enthilt.

Eukaryot: Organismus, dessen Zelle oder Zellen einen Zellkern besitzen.
Prokaryot: einzelliger Organismus, der keinen Zellkern besitzt.

RNA-Virus: RNA-Viren, Retro-Viren und Para-Retroviren durchlaufen alle eine Phase, in
der ihre Erbinformation als RNA vorliegt. Sie werden in der vorliegenden Arbeit alle
als “RNA-Viren” bezeichnet.
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Rekombination: DNA-Ketten werden geschnitten und anders wieder verkniipft. Haufig
sind zwei unterschiedliche DNA-Strénge beteiligt. In RNA-Viren funktioniert Rekom-
bination anders, fithrt aber zu dem vergleichbaren Ergebnis fiir RNA.

Phylogenetik: Lehre, die die genetischen Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Lebewe-
sen und die zugrundeliegenden Prozesse untersucht.

Gene-Tree: ein binirer Baum, der die genetische Verwandtschaft verschiedener DNA-Se-
quenzen desselben Gens wiedergibt.

Phylogenetischer Baum: ein binirer Baum, der die genetischen Verwandtschaft von Or-
ganismen zusammenfasst.

Taxonomie: die Einteilung aller Lebewesen in eine hierarchische Klassenstruktur. Im Ge-
gensatz zur Phylogenetik werden genaue Zusammenhénge zwischen Organismen zu-
gunsten einer einfachen, standardisierten Einteilung vernachlassigt. Die Baume zur
Darstellung der Zusammenhénge sind nicht binar und alle Kanten gleich lang. Hier-
durch entstehen Ebenen, die senkrecht zu den Asten verlaufen.

Gattung: eine der untersten Ebenen in der Taxonomie.

Art: (bzw. Spezie) die taxonomische Ebene unterhalb der Gattung. Gattung und Art wer-
den zusammen als Namen fiir Organismen verwendet. Konventionell werden sie dann
in Schragdruck gesetzt, wobei abgesehen vom Anfangsbuchstaben der Gattung alle
Buchstaben klein geschrieben werden. Haufig wird dabei die Gattung abgekiirzt, in-
dem nur der erste Buchstabe geschrieben und ein Punkt hinter ihm gesetzt wird (z.B.:
E. coli). Einzelne Gattungen und Arten in den Grundlagen-Abschnitten werden nur als
Beispiele verwendet, weil Zahlenwerte oder Eigenschaften fiir sie bekannt sind.

OTU: (Operational Taxonomic Unit) eine willkiirlich gesetzte taxonomische Einheit, die kei-
ner klassischen taxonomischen Einteilung folgen muss. ((Gelegentlich wird der Begrift
auch so interpretiert, dass er sich speziell auf die Klassifikation mit dem haufig be-
nutzten Cut-Off-Wert 97% Sequenziibereinstimmung fiir die hierarchische Clusterung
bezieht.))

Alignment: das Schema, das entsteht, wenn zwei oder mehr Sequenzen untereinander ge-
schrieben werden, so dass die einzelnen Positionen moglichst tibereinstimmen. Hierfiir
konnen Liicken in einzelnen Sequenzen eingefiigt werden.

Codon: drei aufeinander-folgende RNA-Basen in einem Leseraster der Translation. ((Die
entsprechenden DNA-Basen werden gelegentlich ebenfalls Codon genannt.))

lateraler Gentransfer: Transfer von genetischem Material zwischen Organismen der nicht
durch Vererbung geschieht. Anschlieffend konnen diese Gene auch auf nachkommende
Generationen vererbt werden.

DNA-Sequenzierung: das Bestimmen der Sequenz einer DNA.

DNA-Amplifikation: das Vervielfiltigen von DNA-Fragmenten.
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PCR: Polymerase Chain Reaction - das aktuell labortechnische Standardverfahren zur Am-
plifikation von DNA.

Marker-Gen: ((DNA-Sequenzabschnitt, der fiir Zuordnungen, z.B. des Lebewesens, benutzt
werden kann.))

Mutation: eine Anderung an einer genetischen Sequenz. (Wenn Mutationen einen Vorteil
erzeugen sind sie “positiv”. Erzeugen sie einen Nachteil, sind sie “negativ”. Andernfalls
sind sie “neutral”.))

akzeptierte Mutation: eine Mutation, die nicht im Laufe der Evolution verloren ging.

Mutationsrate: die Haufigkeit genetischer Anderungen pro urspriinglicher Base pro Ge-
neration. Fiir Viren wird ein Generationszyklus in der Regel mit dem Zellzyklus der
infizierten Zelle gleichgesetzt.

[Campbell et al|(1999), Lewin| (2000), Schulz & Schrimer|(1979), Caporaso et al. (2010), Cor-
men et al. (2001), Rokas et al.|(2018), Sanjuan & Domingo-Calap| (2016)]

B.1.2. DNA und RNA
B.1.2.1. Nukleinbasen

Sowohl DNA- als auch RNA-Stréange bestehen hauptsédchlich aus einer gerichteten Kette von
Nukleotiden. Nukleotide bestehen aus drei Komponenten: einem Zuckermolekiil, aus einer
Base und einem Phosphatrest. Von allen drei Komponenten existieren mehrere Varianten.
Der Zucker bestimmt, ob es sich um einen Baustein eines DNA- oder RNA-Strangs han-
delt. Die Base bestimmt die Erbinformation. Der Phosphatrest kann aus einer Kette von ei-
nem, zwei oder drei Phosphatgruppen bestehen. Sowohl in DNA- als auch in RNA-Strangen,
kommt nur eine Phosphatgruppe vor. Wenn nur der Phosphat-freie Anteil eines Nukleotids
gemeint ist, spricht man von einem Nukleosid. Es gibt vier Arten von Nukleosidmonophos-
phaten, die in DNA vorkommen:

dAMP Desoxyadenosinmonophosphat, mit Base Adenin (A) bzw. Nukleosid Adenosin.
dGMP Desoxyguanosinmonophosphat, mit Base Guanin (G) bzw. Nukleosid Guanosin.
dCMP Desoxycytidinmonophosphat, mit Base Cytosin (C) bzw. Nukleosid Cytidin.
dTMP Desoxythymidinmonophosphat, mit Base Thymin (T) bzw. Nukleosid Thymidin.

Das “P” am Ende steht fiir “Phosphat” und der Buchstabe davor, fir die Anzahl der Phosphat-
gruppen. “M” bedeutet 1 (Mono), “D” 2 (Di) und “T” 3 (Tri). Das “d” am Anfang steht fiir die
Art des Zuckermolekiils (hier: Deoxyribose) und kennzeichnet hierdurch den Unterschied zu
RNA, die Ribose als Zuckermolekiil enthélt ((wird aber oft weggelassen)). Wenn die Base fiir
einen Zusammenhang keine Bedeutung hat, wird in der Abkiirzung hiufig ein “N” anstelle
des Buchstabens fiir die Base verwendet (z.B. NTP).

Weil dem Zuckermolekiil der DNA eine reaktive OH-Gruppe fehlt (“Des-Oxy”), eignet
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es sich besser zur Datenspeicherung RNA. RNA kann dafiir auch Funktion ausfithren und
nimmt damit auf gewisse Weise eine Zwischenstellung zwischen DNA und Proteinen ein. In
einigen Viren ist RNA der Trager der Erbinformation. In RNA wird anstatt Thymidin (T) die
Base Uracil (U) verwendet (Nukleosid Uridin).

[Wehner & Gehring| (1993), Campbell et al. (1999), Kaufmann & A. (1996)]

Bemerkung 34:
Abwandlungen der vier Nukleosidtriphosphate werden bei den meisten Sequenzierverfahren ein-
gesetzt. Die Phosphatgruppen werden bei der Pyrosequenzierung ausgenutzt.

Methylierung: An Nukleinbasen kann eine Methylgruppe angebaut werden. Dies betrifft
hauptséachlich Cytosin. Der Prozess wird Methylierung genannt und ist meist mit der De-
aktivierung des betroffenen Gens assoziert. Methylgruppen spielen auch eine Rolle bei der
Korrektur von Sequenzfehlern. Unmittelbar nach einer DNA-Replikation fehlen dem neuen
Strang Methylreste an geeigneten Basen. Ist dies an bestimmten kurzen Sequenzmustern wie
“GTAC” der Fall, dann kénner Reparaturenzyme den kopierten Strang von dem Original un-
terscheiden und reparieren.

[Campbell et al. (1999), Sanjuan & Domingo-Calap (2016)]

Basenpaare: Die vier Basen lassen sich in zwei Gruppen einteilen: Die beiden Purine Ade-
nin und Guanin haben eine leicht komplexere Struktur und sind daher etwas grofier als die
beiden Pyrimidine Cytosin und Thymin. Guanin und Cytosin konnen zwischeneinander drei
Wasserstoffbriicken bilden, zwischen Adenin und Thymin kénnen zwei gebildet werden.
Wasserstoffbriicken sind relativ schwache Bindungen zwischen Molekiilen. Die Wasserstoft-
briicken stabilisieren DNA-Striange, die sich aneinander lagern. Ein Basenpaar besteht aus
einem Purin eines DNA-Strangs und dem Wasserstoffbriicken-gebundenen Pyrimidin des
komplementaren DNA-Strangs. ((Basenpaare werden auch als Einheit, “bp”, fiir die Anzahl
der Stellen einer Sequenz verwendet. 1 bp entspricht dabei einer Stelle. Diese Einheit werde
ich auch verwenden, wenn keine Paare vorliegen.))

[Wehner & Gehring| (1993), Campbell et al. (1999), Kaufmann & A. (1996)]

Hohere Guanin-Anteile erleichtern die oxidative Schiadigung eines Sequenzabschnitts [[Graw
(2015)].

Bemerkung 35:
Bereits ohne Evolutionsdruck zeigt sich schon an dieser Stelle, dass nicht alle Mutationen gleich-
wahrscheinlich sind und beeinfluf$t werden von:

Base: Guanin erleichter einige Mutationen seiner Umgebung.
Sequenz: einige werden besser repariert, weil sie ein geeignetes Muster aufweisen.

Speichermedium: RNA mutiert leichter.
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B.1.2.2. Doppelhelix

Zwei DNA-Einzelstrange konnen sich zu einem stabilen Doppelstrang in Form einer Dop-
pelhelix zusammenlagern, wenn die Basenpaare des einen Strangs komplementér zu denen
des anderen Strangs sind (d.h. zueinander passen — A zu T und G zu C). Die Basen liegen
dabei innerhalb der Helix. Diese Struktur dhnelt einer Wendeltreppe, wobei jede Stufe aus
zwei Basen, je einer aus jedem der beiden Stringe, gebildet wird. Die G-C Paarung ist sta-
biler als die A-T, was unter anderem fiir die Temperaturbestiandigkeit von DNA relevant
ist. Bei Sdugetieren sind ca. 40% der Paarungen G-C. Eine Mutation von einem Pyrimidin in
ein Purin oder umgekehrt, stellt, aufgrund der Groflenverhéltnisse, einen Storfaktor fiir die
Doppelhelix da. Daher kann ein Purin leichter zu einem anderen Purin mutieren als in ein
Pyrimidin und ein Pyrimidin leichter zu einem anderen Pyrimidin als zu einem Purin.

Jeder Einzelstrang hat eine Richtung in die er abgelesen werden kann. In einem Dop-
pelstrang sind die Richtungen der Einzelstrange einander immer entgegengesetzt. In Zellen
liegen Enzyme vor, die, zu einem DNA-Einzelstrang einen zweiten komplementaren Strang
synthetisieren. Die Sequenz der Basenfolge eines DNA-Einzelstrangs enthalt den Grof3teil
der Information der DNA. Die Sequenz eines Strangs der Helix ist durch den anderen vorge-
geben.

Zwei bereits existierende DNA-Fragmente konnen sich aneinanderlagern und eine Dop-
pelhelix bilden. Die Anlagerung von zwei DNA-Striangen oder eines RNA- an einen DNA-
Strang wird Hybridisierung genannt.

[Lewin| (2000), Campbell et al. (1999), Kaufmann & A.(1996), Graw (2015)]

Bemerkung 36:

Durch Hybridisierungen konnen Sequenzen “herausgefischt” werden. Sie bilden auch die Start-
punkete fiir Sequenzierungen. Die Konstrukt eines komplementdren Strangs, bildet die Grundlage
der meisten Sequenzierungsverfahren.

B.1.2.3. Lokal abweichende DNA-Struktur

Besondere Basenfolgen beeinflussen Form und Stabilitat der DNA-Doppelhelix. Dies ist teil-
weise auch mit Funktionen wie Regulation von Replikation und Rekombination verbunden.
Die Anfangsstellen der DNA-Replikation sind beispielsweise aufgrund ihres hohen Anteils
an “A” und “T” instabil. Ebenso erlauben einige Sequenzen die Bindung von Molekiilen, die
die Struktur der DNA kurzzeitig verdndern. Bei der Transkription ist dies oft der Fall. DNA-
Sequenzen konnen auch dazu fithren, dass sich in einem Doppelstrang ein Einzelstrang lokal
abtrennt und eine Schleife bildet, die um sich selbst gedreht ist, bevor er mit dem zweiten
Strang wieder zusammenlauft.

[Graw|(2015)]

Bemerkung 37:

Die Struktur beeinflusst ebenfalls, ob schddigende Substanzen an einer Stelle in Kontakt mit den
innen-liegenden Basen kommen konnen. Die Schleifen konnen zu Verdnderungen fiihren, die
die ganze daran beteiligte Sequenz betrifft oder auch Storungen beim Ablauf der Kopierung der
DNA verursachen, die sogar zum Wechsel der Vorlage fiithren konnen.
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Tabelle B.1.: Genomgroflen aus |Graw| (2015)

Lebewesen  Basenpaare*
Viren' 10% - 10°
Prokaryoten 10 - 107
Protisten 109 - 101t
Pilze 107 - 10°
Pflanze 108 - 101t
Sdugetiere 107 - 101
Von gleichartigen Chromosomen wurde jeweils nur eins gezihlt. *: Die Groflen sind nur grob angegeben.

1: Viren zdhlen nicht als Lebewesen und sind hier nur zusétzlich angegeben.

B.1.2.4. Vorkommen von DNA

Der Hauptanteil der DNA eines Organismus liegt auf einem oder mehreren groflen DNA-
Doppelstrangen, die Chromosomen genannt werden. Die Gréfie von Genomen unterscheidet
sich zwischen Lebewesen (Tab.[B.1). Einige Organismen kénnen zusétzlich kleinere geschlos-
sen DNA-Ringe enthalten, die Plasmide genannt werden. Diese kénnen zwischen Organis-
men Ubertragen werden. Viren bestehen entweder aus DNA oder RNA und sind ebenfalls
iibertragbar. Eukaryoten enthalten einige membranumschlossene Strukturen in ihren Zellen
von denen einige eigene Chromosomen besitzen.

[Wehner & Gehring| (1993)]

Bemerkung 38:

Zellen konnen mehrere gleichartige Chromosom aufweisen. Prokaryoten haben typischerweise
nur ein Chromosom. Die meisten Pilzzellen haben keine zwei gleichartigen Chromosome [Dut-
heil (2020)].

B.1.2.5. Replikation

Die Synthese von DNA gemif} einer Vorlage wird Replikation genannt. Sie findet tiblicher-
weise vor einer Zellteilung statt, damit die beiden entstehenden Zellen jeweils das vollstin-
dige Genom besitzen konnen. Sie beginnt normalerweise an einem sogenannten Ursprungs-
punkt auf dem Chromosom. An einem Ursprungspunkt der Replikation werden die Stran-
ge getrennt und ein kurzer RNA-Primer von 20 bis 500 Basenpaaren gebildet. Eine DNA-
Polymerase verldngert diesen Primer durch eine DNA-Sequenz, die zu dem betreffenden
Einzelstrang komplementar ist. Diese Polymerase kann den neuen DNA-Strang nur in ei-
ne Richtung bilden. Dennoch lauft die Synthese global gesehen an beiden alten Strédngen in
beide Richtungen ab. (Ausnahmen sind Viren und Plasmide - bei diesen werden Stréange voll-
standig separat repliziert [Graw|(2015)].) Dies geschieht indem eine der Richtungen jeweils
Stiickweise (ca. 1000 Basenpaare) synthetisiert wird. Die Stiicke werden anschlielend ver-
bunden. Die DNA wird sofort korrekturgelesen und Fehler werden beseitigt. Insbesondere
wird der RNA-Primer durch entsprechende Desoxiribonukleotide ersetzt.
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Beim Einbau eines Nukleotids in einen DNA Strang, muss dieses als Desoxyribonukleo-
sidtriphosphat (ANTP) vorliegen. Von diesem wird ein Pyrophosphat ((d.h. eine Kette aus
zwei Phosphaten)) abgespalten.

[Hirsch-Kauffmann & Schweiger| (1992)]

Replikationsfehler: Ohne Korrektur wiirde die Mutationsrate durch Replikationsfehler
zwischen 107 und 10° liegen. Durch Reparaturmechanismen sinkt sie auf 10~ bis 107°.
Die Reparaturmechanismen hiangen auch vom Organismus ab. Pathogene Bakterien haben
teilweise weniger Gene fiir DNA-Reparatur und Rekombination als andere Bakterien.
[Graw| (2015)]

B.1.2.6. Rekombination

Bei der Rekombination werden DNA-Ketten geschnitten und anders wieder verkniipft. Hau-
fig sind zwei unterschiedliche DNA-Strange beteiligt. Rekombination und DNA-Reparatur
basieren meist auf denselben Mechanismen. Einige DNA-Sequenzen begiinstigen Rekombi-
nationsereignisse.

[Graw|(2015)]

Homologe Rekombination ist ein Mechanismus, der DNA-Schidden mit hoher Genauig-
keit reparieren kann. Er benotigt allerdings lange Bereiche tibereinstimmender DNA-Sequenz
(ca. 50 bp in E. coli und 300 bp in Saugetierzellen) mit der Vorlage. Wenn die Vorlage an einer
anderen Position liegt als die zu reparierende Stelle, spricht man von nicht-allelischer ho-
mologer Rekombination (NAHR). In diesem Fall sind auch bei homologen Rekombinationen
strukturelle Anderungen des Chromosoms maglich.

[Hastings et al.|(2009)]

Nicht-homologe Rekombination: Prozesse, die keine oder nur geringe Ubereinstim-
mung benétigen, werden als nicht-homologe Rekombination bezeichnet und erzielen meist
weniger genaue Reparaturen. Zelluldrer Stress fithrt zu einem hoheren Anteil nicht-homologer
Reparaturen.

[Hastings et al.(2009)]

Rekombination auflerhalb von Reparaturprozessen: Fiir die Integration von Virus-
DNA in bakterielle Chromosome reichen wenige identische Basenpaare in beiden Sequen-
zen aus. Bei transponierenden Elementen (Kapitel[B.1.2.7, Seite[115) brauchen die Sequenzen
nicht identisch zu sein. Hier liegen passende Enzyme fiir das Ausschneiden der Sequenz des
Transposons vor. Diese kann relativ unspezifisch wieder eingebaut werden. Bei Eukaryoten
finden Rekombinationen insbesondere bei geschlechtlichen Teilungen statt, bei der Sequen-
zen zwischen véterlichen und miitterlichen Chromosomen ausgetauscht werden.
[Graw|(2015)]
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Bedeutung von Rekombination: Rekombinationen kénnen Untereinheiten von Protei-
nen neuzusammensetzen und auf diese Weise quasi nach Baukastensystem neue Funktionen
schaffen. Je nach Mechanismus kann Rekombination genetische Diversitat senken oder er-
héhen.

[Hastings et al.|(2009)]

Auflerdem konnen positive von negativen Mutationen getrennt und mehrere positive Mu-
tationen zusammengefiigt werden. Rekombinationen kénnen bis zu einem gewissen Punkt
die Anzahl tolerierbarer Mutationen erhéhen. Dariiber hinaus wirken dann auch Rekombi-
nationen negativ.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

Bemerkung 39:
Rekombinationen fithren zu komplizierten Verwandtschaftsbeziehungen und Zusammenhdngen
— vor allem in ldngeren DNA-Sequenzen.

B.1.2.7. Transponierende Elemente

Transponierende (genetische) Elemente sind DNA-Sequenzen, die ihren Platz im Genom und
zwischen den Genomen von Lebewesen leicht wechseln konnen. Die Mechanismen, durch
die dies geschieht, unterscheiden sich zwischen den Elementen. Bei einigen Mechanismen
bleibt das Gen an seinem alten Ort erhalten, so dass sich seine Anzahl erhoht. Ca. 43% des
menschlichen Genoms besteht aus mobiler DNA [Storch et al|(2013)]. Sie sind eine Haupt-
ursache fiir Mutationen. In Prokaryoten wird der Anteil durch diese Elemente entstehender
Mutationen auf 20 bis 40% geschatzt, obwohl ein Ortswechsel der Sequenz nur ungeféhr ein-
mal in Millionen Generationen auftritt und die Anzahl der Kopien jedes Elements nur gering
ist. Die Mutationshédufigkeiten in der Nahe beweglicher Elemente steigt gelegentlich um zwei
bis drei Gréf3enordnungen an.

[Wehner & Gehring| (1993), Lewin| (2000), (Graw| (2015)]

Es existieren spezielle Genomabwehrmechanismen, die in wiederholte Sequenzen gezielt
Punktmutationen einfithren und auf diese Weise Transponierende Elemente in ihrer Aus-
breitung behindern. Rekombination, insbesondere durch sexuelle Vermehrung, behindern
ebenfalls die Ausbreitung.

[Dutheil| (2020) ]

Spuren von mobilen Elementen finden sich in praktisch allen Eukaryoten. Diese konnen
fir Taxen charakteristisch sein und sich in einem bestimmten Zeitraum ausgebreitet haben
(Evo277).

[Storch et al|(2013)]

Insertionssequenzen stellen die einfachste Form dar. Sie sind zwischen 768 und 2132 Ba-
senpaare lang und existieren in bakteriellen Chromosomen, Bakteriophagen ((d.h. Viren, die
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auf Bakterien spezialisiert sind)) und Plasmiden. Sie enthalten sogenannte Erkennungsse-
quenzen an ihren Enden. Dazwischen kodieren sie fiir Enzyme, die DNA an diesen Erken-
nungssequenzen zerschneidet. Nach Schnitten an diesen Stellen, kann die Insertionssequenz
an anderer Stelle wieder in das Genom eingebaut werden. Am Einbauort reicht eine teilweise
Sequenzhomologie ((d.h. Ahnlichkeit der Sequenzen an einigen Stellen)).

[Wehner & Gehring| (1993), Lewin| (2000), (Graw| (2015)]

Transposonen sind grof3ere transponierende Elemente (mehrere tausend Basenpaare), die
zusétzlich weitere Gene enthalten. Sie konnen durch Umwelteinfliisse (z.B. Stress) dazu ange-
regt werden, ihre Position zu wechseln. Bei einem Ortswechsel konnen benachbarte Sequenz-
bereiche mittransferiert werden. Ca. 3% des menschlichen Genoms besteht aus Transposons,
von denen allerdings keins mehr aktiv ist [Storch et al|(2013)]. Eukaryotische Zellen kénnen
mehrere hunderttausend (nicht-exakte) Kopien eines Transposons enthalten. Die meisten
dieser Kopien sind nicht mehr fihig ihre Position selbststindig zu wechseln. Von medizi-
nischer Bedeutung sind insbesondere Transposonen die Resistenzgenen gegen Antibiotika
enthalten. Mehrerer dieser Transposonen liegen oft auf einem Plasmid, dann Resistenzfak-
torplasmid (R-Plasmid) genannt, und konnen zwischen Bakterien iibertragen werden. Patho-
gene Bakterien erhalten durch R-Plasmide einen Selektionsvorteil.

[Lewin! (2000), Graw (2015)]

Bemerkung 40:
Medizinisch relevante Eigenschaften werden also hdufig zwischen Bakterien iibertragen, die in
einem phylogenetischen Baum weit auseinanderliegen konnen.

SINEs: 13% unseres Genoms besteht aus Short Interspersed Elements (SINEs) - diese sind
wenige 100bp lang und enthalten Promotorelemente aber keine proteinkodierenden Berei-
che. Nach einer Translation wird ihre RNA an andere Stelle wieder in DNA iibersetzt und
eingebaut, sofern ein Enzym in der Zelle vorhanden ist, das dazu in der Lage ist.

[Storch et al|(2013)]

LINEs: 17% underes Genoms besteht aus Long Interspersed Elements (LINEs). Diese sind
mehrere kbp lang. Die meisten sind unvollstandig. Vollstandige LINEs sind ca. 6kbp lang und
enthalten zusétzlich zum Promotor Code fiir eine reverse Transkriptase und Endonuklease,
die RNA in DNA iibersetzt und letztere scheiden konnen. Die Vermehrung erfolgt wie bei SI-
NEs. Der Einbau ist nicht gut, weshalb oft nur der Anfang eingebaut wird. SINEs profitieren
von LINEs. SINEs und LINEs sind noch heute in Menschen aktiv und vermehren sich.
[Storch et al|(2013)]

Plasmide und Viren kdnnen selbst transponierende Elemente sein, sich also in das Wirts-
genom integrieren.
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Viren enthalten Information fiir Kapseln, die ihre Erbinformation bei Ubergang von einer
Zelle in eine moglicherweise weit entfernte Zelle schiitzen und die Infektion erleichtern. Hiil-
len sind die Wirts-Membranen, mit denen mache Viren ((z.B. Retroviren und Coronaviren))
ihre Kapseln umgeben. Bei Retro-Viren besteht die Erbinformation aus RNA, die durch En-
zyme des Virus in DNA ibersetzt wird. Nachdem diese DNA in ein Chromosom des Wirtes
eingebaut ist, heif3t sie Pro-Virus. Auf diese Weise wird das Virus auch durch Zellteilungen
vererbt. Ein vererbter Virus kann manchmal fremde Arten besser infizieren als die Art sei-
nes Wirts. Die DNA des Wirts, die direkt hinter dem Pro-Virus liegt, kann in den Retro-Virus
integriert werden. Retro-Viren infizieren Eukaryoten.
[Wehner & Gehring|(1993), Lewin|(2000), Graw| (2015)]

Proviren sind ca. 9kbp lang. 8% des menschlichen Genoms sind ehemalige Proviren von
Retroviren. Einige davon sind noch relativ intakt.
[Storch et al|(2013)]

B.1.3. Proteinsynthese

Proteinsynthese (die Herstellung von Proteinen) verlduft im wesentlichen in zwei Schrit-
ten.

Transkription:

Eine RNA-Polymerase lagert sich an einen besonderen DNA-Abschnitt an, der Pro-
motor genannt wird. Die Basensequenz auf dem Strang wird von ihr ausgelesen und
in eine sogenannte mRNA (Messenger-Ribonukleinsaure) mit entsprechender Sequenz
synthetisiert — bei Eukaryoten wird dieses RNA-Molekiil zunachst pra-mRNA genannt,
bis es aus dem Zellkern transportiert und beim sogenannten Splicing nochmals ver-
andert wird. Die beiden Sequenzen (DNA und mRNA bzw. pra-mRNA in Eukaryo-
ten) haben die gleiche Lange und sind eineindeutig einander zugeordnet. Die Synthese
der mRNA endet, nachdem die RNA-Polymerase auf einen weiteren besonderen DNA-
Abschnitt (Terminator) trifft. Den Abschnitt zwischen Promotor und Terminator nennt
man Gen. ((Es gibt abweichende Definitionen von “Gen”.))

Translation:
Die Proteinsynthese beginnt an einer speziellen Abfolge von drei Basen der mRNA, die
Startcodon genannt wird. Es bildet sich ein sogenannter Initiationskomplex aus mRNA,
sogenannter Initiator-tRNA und der kleinen Untereinheit eines Ribosoms. tRNAs sind
spezielle RNA-Molekiile, an denen eine zugehdrige Aminosaure gebunden ist. Die Initiator-
tRNA bindet an das Startcodon. AnschlieBend wird durch Bindung der grofien Unter-
einheit das Ribosom vervollstandigt. Das Ribosom benutzt ein Leseraster von jeweils
drei Basen der mRNA. Diese drei Basen werden Codon genannt. Nachdem diese Basen
gelesen wurden, wird die Position um drei Basen verschoben. Jedes Codon wird somit
in eine Aminoséure iibersetzt. Dies geschieht indem sich eine passende tRNA (trans-
fer Ribonukleinsdure) an das Ribosom anlagert und die an ihr gebundene Aminosaure
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an eine entstehende Kette anbaut. Das Ribosom kann zwei tRNAs gleichzeitig binden.
Die erste gehort zu der bereits gebildeten Kette und wird von dieser abgestof3en, so-
bald es die Bindungsstelle des Ribosoms verlasst. Die zweite gehort zu der nachsten
Aminosaure, die eingebaut werden soll. Das Leseraster wird dadurch verschoben, dass
die zweite tRNA in die Position der ersten vorriickt. Die Translation endet wenn das
Ribosom auf eines von drei moglichen Stopcodons (UAA, UAG oder UGA) triftt.

[Knippers|(1997), Wehner & Gehring| (1993), Graw](2015)]

Die entstandene Aminosdurekette wird gegebenenfalls noch an weitere Aminosdureketten
angelagert, verandert, in eine dreidimensionale Struktur iiberfiihrt und ist dann ein fertiges
Protein. Bei der Translation kodieren drei Stellen aus jeweils vier mdglichen Basen (43 = 64)
fiir 20 Aminosauren. Fiir die meisten Aminoséduren existieren mehrere Codons. Der Code ist
fir alle Organismen gleich und wird "genetischer Code" genannt.

[Knippers (1997),Wehner & Gehring (1993)]

Teilweise wird die Reduktion von 64 Basenkombinationen auf 20 Aminosauren dadurch um-
gesetzt, dass einige tRNAs an der dritten Position des Codons nicht vollkommen spezifisch
sind, sondern dort verschiedene Basen akzeptieren. Dies ist als “Wobble-Hypothese” bekannt.
Auch die erste Position im genetischen Code kann (wenn auch wesentlich seltener) verschie-
dene Basen aufweisen, die zur derselben Aminosaure fithren. Die zweite Position ist hingegen
fiir jede Aminosédure eindeutig.

[Wehner & Gehring| (1993)]

Notation 10. Wenn der Fokus der Proteinsynthese nicht auf dem Protein oder dem Prozess
liegt, sondern auf den Genen, wird auch von (Gen-)Expression gesprochen. Man sagt ein Gen
“werde exprimiert” oder “sei aktiv”.

Die Konzentration benétigter tRNAs in der Zelle beeinflusst die Geschwindigkeit mafigeb-
lich, mit der eine Expression ablduft. Das hat auch Auswirkungen auf Mutationen. Chromo-
some sind so aufgebaut, dass Condons fiir verfiigbarere tRNAs haufiger vorkommen. Diese
relativen Haufigkeiten unterscheiden sich zwischen Organismen.

[Graw| (2015)]

Bemerkung 41:
Ribosomen bilden die Grundlage vieler Mikrobiomanalysen und die Eigenarten der Translation
tragen Bedeutung fiir den Zusammenhang zwischen Evolution und Sequenz.

Bemerkung 42:

Der Begriff “Gen” ist im Grunde analog zu dem Begriff “Computer-Datei” zu verstehen. Das Gen
ist gewissermafSen der virtuelle Ort, an dem bestimmte Information zu finden ist, oder ihr Zweck.
Im Computer liegt die Datei in einer 0-1-kodierten Zeichenkette, die physikalisch in weiter an-
geordneten Strukturen (z.B. Ringe einer Festplatte) steckt. Im Lebewesen ist das Gen in einer
A-C-G-T-kodierten Zeichenkette, die ebenfalls physikalisch komplizierter angeordnet ist. So
wie Dateien nicht in der selben Reihenfolge auf einer Festplatte gespeichert zu sein brauchen,
konnen auch Gene verschieden angeordnet sein. Bei verwandten Organismen sind sie jedoch

118



weitgehend identisch angeordnet. Aussagen dariiber, dass Menschen und Affen x% gemeinsame
Gene haben, entsprechen ungefihr der, dass der Computer in meinem Biiro und der zu Hause
x% gemeinsame Konfigurationsdateien haben. Dass sich deren Inhalte (und somit die Einstellun-
gen) unterscheiden, ist dabei nicht beriicksichtigt. Wenn sich die Sequenzen eines Gens in zwei
Lebewesen unterscheiden, spricht man von zwei “Allelen” desselben Gens und sagt, dass sich die
Lebewesen in ihrem “Genotyp” unterscheiden. Der Genotyp beschrdnkt sich nicht auf ein Gen,
sondern erstreckt sich iiber die Gesamtheit der betrachteten genetischen Information. Auf eine
saubere Benutzung des Worts “Gen” wird hdufig genauso wenig Wert gelegt wie bei dem Wort
“Datei’.

B.1.3.1. Heterochromatin

Eukaryotische Chromosomabschnitte werden aufgeteilt in Heterochromatin und Euchroma-
tin. Heterochromatin ist dichter gepackte DNA, die schlechter zuganglich ist und meist nicht
exprimiert wird. Das kann sich auch auf Gene auswirken, wenn sie ihre Position im Chro-
mosom andern. Es sind aber auch einige wenige Gene bekannt, die nur im Hetorochromatin
exprimiert werden. Heterochromatin enthilt einen viel héheren Anteil an repetitiven Se-
quenzen. Die Enden von eukaryotischen Chromosomen gehoren zum Heterochromatin und
werden “Telomere” genannt.

[Graw|(2015)]

Im Gegensatz zu vererbter DNA werden Telomere durch Telomerasen (spezielle Enzyme) an
Chromosomenden angeheftet.

[Storch et al|(2013)]

Bemerkung 43:
Heterochromatin ist weniger anfallig fiir mutationserregende Substanzen und unterliegt seltener
Selektionsdruck.

B.1.4. Mutationen

Mutationen sind Veranderungen der Erbinformation. Traditionell wird unterschieden in:

Genom-Mutation: eine drastische Verdnderung wie die Erh6hung der Anzahl eines ganzen
Chromosoms. Bei lebensfahigen Menschen kann dies beispielsweise bei Chromosom
21 (Trisomie 21) und den Sexchromsomen auftreten.

Translokation: Verlagerung der Position einer Sequenz im Genom (siehe transponierende
Elemente, Seite [115)).

Deletion: ein oder mehrere Basenpaare gehen verloren.

Veranderung der Kopienzahl: die Haufigkeit, mit der eine Sequenz im Genom vorkommt,
wird verdndert. Dies fithrt zu Kopienzahlvariationen (CNV) zwischen Genomen.
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Insertion: ein oder mehreren Basenpaare werde neu eingebaut.

Inversion: die Sequenz eines DNA-Abschnitts wird umgedreht. (Das Ende des Abschnitts
wird zum Anfang und der Anfang zum Ende.)

Punktmutation: bzw.Nukleotid-Austausch. Eine Base wird gegen eine andere ausgetauscht.
Wenn dies in einem Organismus geschehen ist, besteht fiir die Population dieser Or-
ganismen an dieser Stelle ein sogenannter “Single Nucleotid Polymorphism” (SNP).
((Manchmal werden auch Mutationen, die eine einzelne Base betreffen, Punktmutatio-
nen genannt. Die Deletion einer Base wire dann auch eine Punktmutation.))

[Knippers (1997), Hein et al|(2005), Graw| (2015)]

Bemerkung 44:

In einem Vergleich zwischen einem humanen Genom und dem Humanen-Referenz-Genom lagen
nur an 0.1% der vergleichbaren Stellen SNPs vor. Hingegen lagen 1.1% weitere Abweichungen
zwar an Mutationen, aber nicht an Punktmutationen.

[Dutheil (2020)]

Bemerkung 45:

Einige Mutationen geschehen seltener, weil sie z.B. die Struktur der DNA-Doppelhelix storen oder
leichter reparierbar sind. Andere Mutationen sind seltener in heutigen Lebewesen zu beobachten,
weil die betroffenen Vorfahren ausgestorben sind. Fiir die Zwecke der vorliegenden Arbeit wird
nicht strickt zwischen Mutationen und sogenannten akzeptierten Mutationen (also nur die, die
sich durchgesetzt haben) unterschieden. In dem Sinne hat Selektion einen Einfluss auf die Muta-
tionswahrscheinlichkeit, auch wenn der Mutations-erzeugende Prozess nicht beeinflusst wurde.

B.1.4.1. Punktmutationen

Punktmutationen, im weiteren Sinne, entstehen durch Desaminierung, Depurinierung, Di-
merisierung oder Oxydierung.
[Storch et al|(2013)]

Transition: Als “Transition” wird eine Mutation bezeichnet, wenn ein Purin zu einem
anderen Purin, bzw. Pyrimidin zu einem anderen Pyrimidin wird. Uber 90% der SNPs in
homologen Genen zwischen nah-verwandten Arten sind Transitionen. Zwischen entfernt-
verwandten sinkt der Anteil bis auf 35%, wegen multipler Mutationen. Alle anderen Punkt-
mutationen sind “Transversionen” — ausgenommen Deletionen und Insertionen.

[Storch et al|(2013)]
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Desaminierung: In Eukaryoten finden 100 Desaminierungen pro Tag und Zelle statt. Bei
einer Desaminierung wird entweder ein (eventuell methyliertes) Cytosin zu Uracil und im
weiteren Verlauf der Vererbung zu Thymin (Transition) oder ein Adenin zu Hypoxanthin
((und dann zu Guanin - eine Transversion)).

[Storch et al|(2013)]

Oxidation: Guanin wird leicht oxidiert und dabei zu 8-Oxoguanin und im weiteren Verlauf
der Vererbung zu Thymin (Transversion). Oxidation ist maf3geblich fiir Alterung verantwort-
lich.

[Storch et al|(2013)]

Depurinierungen sind die Entfernungen von Purinen (A, G) und fithren zu Deletionen
oder willkiirlichem Baseneinbau. Mit 5000 bis 10000 Depurinierungen im Mensch pro Tag
und Zelle gehoren sie zu den haufigsten Mutationen. Sie konnen Einzell- und Doppelstrang-
briiche verursachen.
[Storch et al|(2013)]

Dimerisierung: UV-Licht bewirkt, dass aus CC oder TT ein Dimer wird. Im weiteren Ver-
lauf der Vererbung entsteht eine Deletion. Hauptsachlich ist TT betroffen.
[Storch et al|(2013)]

Interkalierende Substanzen (z.B. einige Sekundarstoffe von Pfanzen zur Mikroben- und
Fressfeindabwehr) sind planar und hydrophob. Lagern sie sich zwischen Basenstapel der
DNA-Helix, fithren sie bei Replikation zu 1bp langen Deletionen oder Insertionen. Inter-
kalation konnen Einzell- und Doppelstrangbriiche verursachen.

[Storch et al|(2013)]

Helixformverinderungen: Die Helixform der DNA kann sich unter bestimmten Bedin-
gungen verdndern. Dann paart Adenin mit Cytosin und Tymidin mit Guanin. Das fithrt zu
Transitionen.

[Storch et al|(2013)]
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B.1.4.2. Selektion

Weil Mutationen Information eines lebensfihigen Organismus zerstoren, sind sie viel hau-
figer mit negativen Konsequenzen verbunden als mit positiven. Mutationen mit negativen
Folgen werden seltener beobachtet, weil die betroffenen Positionen durch Selektionsdruck
konserviert werden — d.h. die betroffenen Lebewesen hitten es schwerer sich zu vermehren
als ihre Verwandten ohne Mutation. Viele Mutationen sind daher in Sequenzbereichen zu
finden, die wenig Auswirkung haben. Dazu gehoren insbesondere viele Bereiche, die nicht
fir Proteine oder RNA kodieren.

[Knippers|(1997)]

B.1.4.3. Prophagen:

In Bakterien besteht allerdings ein Selektionsdruck nicht-informative Chromosom-Bereiche
loszuwerden. Das schrankt die Moglichkeit fiir nicht-negative Mutationen ein. Andererseits
existieren in vielen Bakterien Mechanismen zur integration fremder DNA. Insbesondere kon-
nen Phagen sich als Prophage in das Wirtsgenom integrieren und sich Generationen spa-
ter in Stresssituationen wieder aktivieren. Da das Bakterium ohne Prophage optimiert war,
eignet sich der erworbene Chromosom-Anteil zur Ansammlung neuer Mutationen - insbe-
sondere Deletionen. Bakterien profitieren auch von Mutationen, die die Wiederaktivierung
verhindern. Prophagen sind die bedeutensten Elemente fiir die Evolution mikrobieller Chro-
mosome. Prophagen enthalten oft auch Funktionalitat, die eine Infektion der Bakterie mit
gleichartigen Phagen erschwert und dem Wirt auf diese Weise einen Selektionsvorteil ver-
schafft.

[Ramisetty & Sudhakari| (2019)]

B.1.4.4. Protein-kodierende Gene

Synonyme Mutationen: Auch in Protein-kodierenden Genen konnen geeignete Punkt-
mutationen auftreten ohne eine Wirkung zu haben, wenn sich ein Codon verindert aber das
neue Codon fiir dieselbe Aminoséure kodiert wie das alte [Knippers (1997)].

Bemerkung 46:

Solche Mutationen werden “synonyme Mutationen” genannt. Auf die Expressionsgeschwindig-
keit konnen auch sie eine Wirkung haben, die der Selektion unterliegt [Graw (2015)]. Das wird
meistens vernachldssigt.

Nicht-synonyme Mutationen: Punktmutationen konnen zu vollstindigem Funktions-
verlust filhren, wenn beispielsweise ein Stopcodon entsteht oder eine Aminosaure im reak-
tiven Zentrum eines Enzyms ausgetauscht wird. ((Das reaktive Zentrum, ist der Ort, an dem
das Enzym die chemische Reaktion katalysiert.)) Die Funktion eines Proteins konnte aber
auch blof3 leicht eingeschrankt werden. Oder die Stabilitit des Proteins konnte bei hheren
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Temperaturen verloren gehen, so dass nur in bestimmten Lebensraumen Nachteile entste-
hen.
[Knippers|(1997)]

Proteinstruktur: Die Struktur eines Proteins ist starker konserviert als die Aminosaure-
sequenz des Proteins. Sie basiert hauptsiachlich auf Aminosiduren im Inneren des Proteins.
Wenn eine Aminosaure dort verdandert wird, liegt hdufig mindestens eine weitere Mutation
vor, die die physikalischen Anderungen durch die erste ausgleicht, so dass die Struktur erhal-
ten bleiben kann. Aufgrund der sehr begrenzten Anzahl tatsidchlich vorkommender grund-
legend unterschiedlicher Strukturen, wird oft vermutet, dass neue Proteine durch Aneinan-
dersetzen zweier bestehender Gensequenzen oder einer Verdopplung entstehen und durch
weitere Mutation nur angepasst werden.

[Schulz & Schrimer|(1979)]

Haufigkeiten von Punktmutationen: Aus dem genetischen Code lasst sich ableiten,
dass ein Viertel der moglichen Mutationen in Protein-kodierenden Genen synomyme Mu-
tationen wiren ((wenn alle Nukleotidkombinationen und Ubergénge zwischen ihnen gleich
wahrscheinlich wiren. Nukleotide sind nicht gleichhiaufig und die Ubergangswahrschein-
lichkeiten sind nicht gleich — siehe Abschnitt [B.1.2.2)). Transitionen sind eher synonym als
Transversionen. Die weiteren Zahlenangaben fiir Mutationshaufigkeiten in diesem Abschnitt
sind sehr grobe Schéatzungen, die anhand weniger Studien durchgefiihrt wurden. Mutationen
sind haufiger zwischen dhnlichen (geméafl Grofle, Form, Flexibiltat, Ladung und Wasserstoft-
briickenbindungsbildungstendenz) Aminosauren. Mutationen wurden am haufigsten fiir die
Aminosaure Serin beobachtet. Wenn eine Mutation in 50 Aminosduren vorlag, war es in 4%
der Félle ein Serin. Den niedrigsten Anteil zeigte Typtophan mit 1% der Mutationen — also
um den Faktor vier niedriger.

[Schulz & Schrimer|(1979)]

Die Anzahl der unterschiedlichen Aminosduren in Sduger-Genomen korreliert gut mit dem
stationédren Zustand eines Markovprozesses mit gleichwahrscheinlicher Mutation zwischen
Nukleotiden — mit der Ausnahme von der Aminosédure Argenin (p = 0.69, ohne Argenin:
p = 0.9), die zwei bis drei mal so haufig zu erwarten ware [King & Jukes|(1969)].

Zeitraume mit weniger strikten Umweltbedingungen kénnen zu mehr Mutationen fithren
als solche mit starker Selektion. Die Haufigkeit beobachteter Mutationen héngt auch von
der Funktion und der Struktur DNA ab. Grobe Schétzungen fiir die Wahrscheinlichkeiten
akzeptierter Mutationen bei Sdugetieren in einem Codon in einer Milliarden Jahre sind in
Tabelle angegeben. Der Haufigkeitsunterschied zwischen mRNA fiir Himoglobin und
hypervariablen DNA entspricht ungefahr dem, was Aufgrund synonymer Mutationen zu er-
warten ist. Die zugehorige Aminosduresequenz ist ungefahr eine Groflenordnung starker
konserviert. Histon 4 ist ein extrem konserviertes Protein, das bei Eukaryoten fiir wesent-
liche Funktionen und Strukturen von Chromosomen mitverantwortlich ist. Das Protein ist
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Tabelle B.2.: Anzahl akzeptierter Mutationen® aus Schulz & Schrimer| (1979)

Region Anzahl*
Héamoglobin (mRNA) 10
Hamoglobin (Aminosidurensequenz) 1.4
mRNA von Histon 4 in Seeigeln 3.5
Histon 4 (Aminosiurensequenz) 0.009
Hypervariable Proteinregionen 8.5
Hypervariable DNA-Region 50

Durchschnittliche! nicht-repetitive DNA 4.5 bis 8.5

Die letzten beiden beschrinken sich nicht auf kodierende Bereiche. *: Grobe Schitzungen fiir die

Wahrscheinlichkeiten akzeptierter Mutationen in einem Codon (3 Nukleotide oder eine Aminoséure) in einer
Milliarden Jahren. : Durchschnitt von Sauger-DNA.

nochmals zwei Groflenordnungen starker konserviert als Hamoglobin und seine Nukleo-
tidsequenz ungefiahr um den Faktor drei. In Seeigeln liegt das Gen fiir Histon 4 in ca. 1200
Kopien pro Zelle vor. Innerhalb einer Art ist die Sequenz sehr homogen. Zwischen Arten gibt
es Sequenzunterschiede.
[Schulz & Schrimer| (1979)]

Rekombination konnen langere Sequenzen konservieren, wenn diese mehrfach im Ge-
nom vorkommen [Hastings et al|(2009)].

Menschliche Spermien im selben Mann unterscheiden sich im Mittel durch 20 SNPs, wéh-
rend diploide Genome (6.6 Milliarden bp) zweier Menschen in geschatzten 5 Millionen Basen
voneinander abweichen [Storch et al) (2013)].

Korrigierte aber eventuell nicht akzeptierte Hiufigkeiten: Beim Menschen tritt im
Durchschnitt nach 100000-200000 Genreplikationen eine Mutation auf. Menschen besitzen
ca. 2mal 20000 Gene. In einer menschlichen Keimbahmzelle treten 10-20 Basensubstitutionen
pro Jahr bei 3 Milliarden bp auf. In Bakterien treten pro Generation und Nukleotid geschatzt
1071 bis 107 Substitutions-Mutationen auf. Man schitzt (sowohl fiir Bakterien als auch
Eukaryoten), dass 107% bis 10~° Mutationen pro Generation in einem Gen zum Ausfall des
Gens fithren.

[Storch et al|(2013)]

Leserasterverschiebung: Insertionen, Deletionen und Translokationen kénnen in Protein-
kodierenden Genen zu Leserasterverschiebungen bei der Proteinsynthese fithren. Wenn das
Leseraster dabei nicht um ein Vielfaches von drei Basen verschoben wird, verandert sich die
Aminosaurensequenz des betroffenen Proteins normalerweise extrem, so dass es seine Funk-
tion vollstandig verliert.

[Knippers|(1997)]
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B.1.4.5. Indels

Die langenverandernden Mutationen Insertion und Deletion werden auch unter dem Namen
“Indel” zusammen gefasst. Es wird angenommen, dass Indels seltener auftreten als Nukleo-
tidsubstitionen. Insbesondere gilt dies fiir lingere Indels, die die Sekundarstruktur starker be-
einflussen. Daher konnten sie Informationen enthalten, die besonders fiir Analysen auf den
héheren taxonomischen Ebenen niitzlich ist. Es ist jedoch nicht immer verlasslich einschétz-
bar, ob ein zusatzlicher Sequenzabschnitt durch ein oder durch mehrere Indels entstanden ist.
Das Entfernen Indel-reicher Regionen verbessert das Ergebnis einfacher Alignmentalgorith-
men. Wenn Indels allerdings geeignet beriicksichtigt werden, konnen sie die phylogenetische
Auflosung verbessern. Das ist jedoch aufwendig.

[Nagy et al|(2012)]

B.1.4.6. Kopienzahl Variationen

Kopienzahl-Variationen (CNV) sind Unterschiede (zwischen Genomen) in der Haufigkeit, mit
der eine Sequenz im chromosomalen Genom vorkommt. Die Sequenzen brauchen dabei nicht
vollstidndig identisch zu sein und enthalten héufig Indels. ((Der Begriff CNV wird auch fiir
Mutationen gebraucht, die zu CNVs fithren.)) CNVs verdandern die Struktur von Chromoso-
men. Etwa 12% des menschlichen Genoms unterliegt CNV. CNV zeigt sich als ein Hauptfak-
tor der Evolution - insbesondere bei schnell-ablaufender Evolution. CNV dndern die Anzahl
der Expressionen von enthaltenen Genen. Auflerdem entsteht durch zusatzliche Kopien eine
Redundanz. Einige Kopien konnen neue oder veranderte Funktionen entwickeln. Sie kon-
nen auch andere Expressionsmuster zeigen, also in anderen Situationen oder zusammen mit
anderen Genen exprimiert werden. Wenn eine CNV durch ein nichthomologes Rekombina-
tionsereignis entsteht, konnen auch Sequenzen zwischen verschiedenen Genen kopiert wer-
den, die Proteinen weitere Funktionen oder Bindungsstellen geben konnen. Oft wird CNV
jedoch nur schlecht toleriert. Trotzdem ist die Wahrscheinlichkeit, dass sich die Kopienzahl
an einem von CNV betroffenen gewéhlten Lokus dndert, mehrere Groflenordnungen héher
als die fiir eine Punktmutation an einer betrachteten Base. Die zugrundeliegenden Mecha-
nismen der Entstehung unterscheiden sich nicht wesentlich zwischen Menschen, Bakterien
und Hefepilzen. Abgesehen davon, dass iiberproportional viele CNVs bei der geschlechtli-
chen Teilung entstehen ((die nicht in Bakterien und nicht allen Hefen existiert)). Bakterien
enthalten allerdings praktisch keine repetitiven DNA-Elemente [Storch et al.|(2013)].
CNVs werden in zwei Gruppen eingeteilt:

Recurrent CNVs entstehen durch (nicht-allelische) homologe Recombination (siehe Ab-
schnitt[B.1.2.6) zwischen (direkt) wiederholten Sequenzen. Sie zeigen eher geringe Ko-
pienzahlen. Sie sind wenige Kilobasenpaare lang und weisen gewdohnlich tiber 95%
Ubereinstimmung auf. CNVs konnen insbesondere dann entstehen, wenn wihrend
der DNA-Replikation die beteiligten Molekiilkomplexe kaputtgehen. Unter Stress kann
dann zu einem ungenauen nicht-homologen Reparaturprozess gewechselt werden der
CNVs begiinstigt.
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Non-recurrent CNVs entstehen durch nicht-homologe Mechanismen, die {iber das gesamte
Genom hinweg wirken konnen. Sie zeigen oft nur geringe Homologie (2 bis 15 bp)
an ihren Endpunkten und weisen eine komplexe Struktur auf - haufig viele Indels,
Inversionen, Wiederholungen und Stiicke aus anderen DNA-Bereichen.

In Menschen liegen CNVs meist mit wenigen Wiederholungen (die auch invertiert sein kon-
nen) geclustert in Regionen mit komplexer genomischer Architektur.
[Hastings et al|(2009)]

Einflussfaktoren der DNA-Struktur: NAHR-vermittelte Anderungen geschehen an Stel-
len, die bereits eine Wiederholungen aufweisen, da sie auf Homologie angewiesen sind. CNVs
treten haufiger im Heterochromatin sowie Strukturen wie Replikationsurspriingen, Termi-
natoren und Sequenzen auf, die die Anlagerung von Molekiilen begiinstigen.

[Hastings et al.|(2009)]

B.1.5. Co-Evolution

Mutationen kénnen gelegentlich zu besseren Anpassungen an die Umwelt fithren und so-
mit zu einem evolutiondren Vorteil. Sich Andernde Umwelteinfliisse stehen der Entwicklung
eines perfekt-angepasstem Organismus entgegen. Ein besonders genetisches Beispiel ist die
Co-Evolution zwischen Parasit und Wirt — ein Wettriisten. Dabei kann sich Schadlichkeit des
Parasiten erhohen oder vermindern, wenn es seine Fitness erhoht.
[Begon et al|(2016)]

Bakterien haben viele Methoden zur Abwehr von Phagen entwickelt. Davon sei hier eine
erwahnt, die die DNA direkt betrifft und erwahnte Konzepte aufgreift und verdeutlicht.

Phagen, Bakterien, Restriktion und lateraler Gentransfer: So hat sich in Bakterien
ein ausgepragtes System von DNA-schneidenden Enzymen (sog. “Restriktionsenzyme”) ent-
wickelt (und entwickelt sich noch weiter), das die DNA von Bakteriophagen zerschneidet
und unschédlich macht. Bakteriophagen sind nun evolutiondren Druck ausgesetzt ihre DNA
so aufzubauen, dass sie keine Erkennungssequenzen fiir diese Enzyme aufweist und nicht
mehr zerschnitten wird. Weshalb wiederum Restriktionsenzyme angepasst werden miissen.
Es ergibt sich ein Kreislauf. Wenn der Wirt das Wettriisten gewinnt, ist das Uberleben der
Phagenpopulation gefahrdet. Einige Bakteriophagen haben Methoden entwickelt, mit de-
nen sie gezielt die Mutationsrate in einem Bereich ihrer DNA erhéhen, der fiir die Wirts-
Erkennung verantwortlich ist. Auf diese Weise konnen sie (als Population) zwischen ver-
schiedenen Wirten wechseln. Die Restriktionsenzyme der Bakterien sind andererseits auch
fur transponierende Elemente notig, die sowohl eine Hauptursache fiir Mutationen darstel-
len, als auch den Austausch von DNA zwischen Bakterien wesentlich begiinstigen. Insbe-
sondere werden auch Resistenz-Gene gegen Bakteriophagen tiber Plasmide ausgetauscht.
Bakteriophagen kommen haufiger vor als Bakterien und werden schneller erzeugt. Diesen
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Vorteil konnen Bakterien durch die Ubermittlung von DNA (lateraler Gentransfer) unterein-
ander abschwichen.

[Labrie et al|(2010)]

Auflerdem haben Prokaryoten (siehe Abschnitt ein CRISPR genanntes Abwehrsystem
entwickelt. Dabei handelt es sich um einen Bereich ihres Chromosoms, in den kurze DNA-
Fragmente (23-55 bp) von Phagen eingebaut werden. Aus diesen werden RNAs entwickelt,
die sich an die passende Phagen anlagern und diese unschédlich machen kénnen.

[Graw| (2015)]

Bemerkung 47:
Insbesondere CRISPR enthdlt also Informationen iiber die Phagen, mit denen ein Bakterium oder
seine Vorfahren in Kontakt gekommen sind.

Als Antwort auf Restriktionsenzyme hat zumindest ein Bakteriophage eine abgeanderte Form
von DNA entwickelt. Anstelle von Cytosin (C) ist in seiner DNA die Base Hydroxymethyl-
cytosin zu finden. Einige Bakterien haben Restriktionsenzyme entwickelt, die Hydroxyme-
thylcytosin-enthaltende DNA schneiden kénnen.

[Labrie et al|(2010)]

Bemerkung 48:
Nicht jedes Sequenzierverfahren ist standardmdf3ig geeignet diese Base zu erkennen.

B.1.6. Pro- und Eukaryoten

Die grof3ten Unterschiede im genetischen Prozessablauf definieren die grundlegende Eintei-
lung von Lebewesen. Zunachst wird zwischen solchen mit Zellkern (Eukaryoten) und ohne
Zellkern (Prokaryoten) unterschieden wobei sich letzte in zwei sehr unterschiedliche Grup-
pen aufspalten, so dass insgesamt von den drei Doméanen des Lebens gesprochen wird.
[Graw| (2015)]

B.1.6.1. Prokaryoten

Prokaryoten werden aufgeteilt in Bakterien und Archaeen. Bakterien sind zahlreicher und
fir viele menschliche Interessen von groflerer Bedeutung. Fast alle Prokaryoten bestehen
aus einer einzelnen Zelle, jedoch gibt es Bakterien (Myxobakterien), die zeitweise mehrzellig
leben [Storch et al{(2013)]. Es wurde angenommen, dass Prokaryoten genau ein Chromosom
besitzen, das als geschlossener Ring eines Doppelstrangs vorliegt.

[Raven et al|(2000)]

Es wurden aber Bakterienarten entdeckt, die zwei Chromosome haben [Heidelberg et al.
(2000)]. Das Bakterium Agrobacterium tumefaciens enthalt sowohl ein ringférmiges als auch
ein lineares Chromosom. Die Grofie bekannter bakterieller Chromosome liegt zwischen 5.8e5
und 9.1e6 bp. Das Chromosom des Bakteriums E. coli ist 4.6e6 bp lang (das entspricht unge-
fahr einem Millimeter) und enthélt 4381 Gene (4288 kodieren fiir Proteine, 7 fiir rRNA und 86
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fiir tRNA), die durch etwa 100 bp lange nicht-kodierende Sequenzen getrennt sind. Die Rich-
tungen, aus der sie abgelesen werden missen, unterscheidet sich zwischen Genen. Neben
dem Chromosom konnen in Prokaryoten auch kleinere DNA-Ringe (Plasmide) vorliegen.
[Graw|(2015)]

Plasmide konnen DNA-Fragmente mit dem Chromosom austauschen und auf andere Proka-
ryoten iibertragen werden. Aufgrund ihres einfachen Aufbaus konnen sich Prokaryoten sehr
schnell vermehren. Ein Rekreationszyklus kann beim Bakterium E. coli, unter optimalen Be-
dingungen, innerhalb von ca. 20 Minuten abgeschlossen sein. Dies ermdoglicht eine schnelle
Evolution, Selektion und Resistenz der Population gegeniiber hohen Mutationshaufigkeiten
pro Zeit.

[Knippers|(1997)]

Viele, aber nicht alle, Bakterien konnen reine DNA aus ihrer Umweld aufnehmen und in ihr
Genom einbauen. Dieser Vorgang wird Transformation genannt. Voraussetzung fiir die Uber-
nahme der DNA auf diese Weise ist unter anderem eine teilweise Sequenziibereinstimmung
der Spender- und Wirts-DNA, da der Einbau durch homologe Rekombination geschieht.
[Wehner & Gehring| (1993)]

B.1.6.2. Eukaryoten

Eukaryoten werden aufgeteilt in: Protisten (“Einzeller”), Pilze (ein- oder mehrzellig), Pflanzen
und Tiere. ((Nicht jedes Lebewesen, das nur aus einer Zelle besteht, ist ein Einzeller.)) Eu-
karyotische Zellen enthalten in ihrem inneren Strukturen, die von Membranen umschlossen
sind. Insbesondere gilt dies fiir den Zellkern. Der Zellkern enthalt mehrere Chromosomen.
Die Chromosomen koénnen in mehrfacher Ausfithrung vorliegen. Bei normalen menschli-
chen Frauen liegen beispielsweise alle Chromosomen des Zellkerns in doppelter Ausfithrung
vor — jeweils eins vererbt durch den Vater und eins durch die Mutter. Dies hat unter ande-
rem den Vorteil, dass, wenn ein Gen aufgrund von Mutationen funktionsunfahig wird, das-
selbe Gen noch auf einem weiteren Chromosom existiert. Bei sexueller Vermehrung finden
homologe Rekombinationsereignisse zwischen gleichartigen Chromosomen statt. Auf diese
Weise werden DNA-Fragmente zwischen den Chromosomen ausgetauscht. In viele Pilzzellen
liegen die Chromosome nur einfach vor [Dutheil (2020)]. In einigen Eukaryoten (z.B. Am-
phibien) konnen, abhéngig von der Lebensphase, auch mehr als eine Millionen Kopien von
chromosomalen (rRNA-)Genen in kleinen geschlossen Ringen angefertigt werden. Diese Ko-
pien werden nicht vererbt. Einige Eukaryoten (z.B. der Pilz Saccharomyces cervisiae) besitzen
echte Plasmide. In einigen weiteren membranumschlossen Strukturen (z.B. Mitochondrien),
innerhalb der Zelle aber auflerhalb des Zellkerns, existiert ein eigenes Chromosom.

[Lewin/ (2000), Raven et al. (2000), Campbell et al|(1999), Wehner & Gehring| (1993)]

Transkription in Eukaryoten: Transkription ist in Eukaryoten komplizierter als in Pro-
karyoten. Bei der Transkription wird zunachst pra-mRNA erzeugt. Diese enthalt Abschnitte,
die fiir das Protein kodieren (Exons) und Abschnitte, die dies nicht tun (Introns). Die In-
trons werden aus der pra-mRNA herausgeschnitten und die Exons zusammengesetzt. Dieser
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Prozess wird Splicing genannt. Manchmal wird dieselbe pra-mRNA zu unterschiedlichen
mRNAs zusammengesetzt (alternatives Splicing) und kann hierdurch fiir verschiedene Pro-
teine oder Proteinuntereinheiten kodieren.

[Lewin! (2000)]

Bemerkung 49:

Auch die mitochondriale DNA (also die aus den Mitochondrien) konnte theoretisch fiir Mikro-
biomanalysen, z.B. bei Pilzen, genutzt werden, allerdings existieren sehr viele Mitochondrien in
einer Zelle.

B.1.7. Ribosomen

Ribosomen bestehen hauptsachlich aus ribosomaler RNA (rRNA) und setzen sich aus einer
grof3en und einer kleinen Untereinheit zusammen. Die grofie Untereinheit besteht wieder-
um aus weiteren Untereinheiten, die kleine Untereinheit nicht. Zentrifugation der kleinen
Untereinheit ergibt bei Eukaryoten einen Wert von 18S und bei Prokaryoten 16S. “S” ist
hierbei ein Maf} fiir die Auftrennungsposition nach Zentrifugation und kann nidherungswei-
se so interpretiert werden, dass eine kleinere Zahl einem kleineren Objekt entspricht. Trotz
derselben Position nach Zentrifugation unterscheiden sich auch die 16S-Untereinheiten von
Bakterien und Archaea. DNA-Regionen, die fiir Ribosomen kodieren, sind weitgehend stark
konserviert. Ribosomen spielen eine zentrale Rolle bei der lebenswichtigen Translation. Bei
der Translation ist das Zusammenspiel und rdaumliche Zusammenpassen insbesondere von
Ribosom, mRNA und tRNA notwendig. Da Mutationen dies gefdhrden, besteht ein hoher Se-
lektionsdruck zur Beibehaltung der Sequenz. Insbesondere gilt dies fiir die Bestandteile des
Ribosoms, die aus rRNA bestehen. Im Gegensatz zur Proteinsynthese unterlduft die Synthe-
se der rRNA keiner Translation. Jede Anderung der rRNA-kodierenden DNA-Sequenz hat
daher eine Auswirkung auf das Produkt. Es sei denn, der entsprechende Sequenzabschnitt
wird vorher entfernt.

[Knippers|(1997), Jay & Inskeep|(2015)]

B.1.7.1. rfRNA

Spacer in Bakterien: Anzahl und Aufbau von rRNA Genen unterscheidet sich zwischen
Organismen. Das Bakterium E. coli enthalt sieben rRNA-Gene. Die Gene sind sich dhnlich
aber nicht identisch. Jedes enthilt einen Abschnitt fir 16S rRNA, 23S rRNA und 5S rRNA.
Diese sind durch kurze Sequenzen voneinander getrennt, die “Spacer” genannt werden. Im
Spacer zwischen 16S und 23S liegen, unter anderem, zwei Gene fiir tRNAs. Das gesamte
rRNA Gen wird komplett als ein Stiick transkribiert und im Anschluss in seine Bestandteile
zerlegt.
[Knippers|(1997)]

Schleifen-bildende RNA-Sequenzen, die auch in 16S- und 185-Regionen vorkommen, ent-
halten vergleichsweise viele SNPs, Indels und Inversionen, die Alignments erschweren [Storch
et al.(2013)].
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Internal Transcribed Spacer: In Eukaryoten kommen ebenfalls Spacer vor — hier zwi-
schen den Sequenzen fiir die 18S, 28S und 5.8S ribosomalen Untereinheiten. Im Gegensatz zu
RNA-kodierenden Sequenzabschnitten unterscheiden sich diese Spacer in ihrer Lange deut-
lich zwischen verschieden Eukaryoten. Die Langenunterschiede kommen durch unterschied-
liche Anzahlen identischer, sich wiederholender Sequenzen zustande. Diese Spacer werden
“Internal Transcribed Spacer” (ITS) gennant. Das 5.8S Gen wird zusammen mit den beiden es
umgebenen Spacern als ITS-Region bezeichnet. Diese wird unter anderem bei Mikrobiom-
studien fiir Pilze verwendet.

[Schoch et al|(2012), Schreiter et al|(2014)]

Bedeutung fiir Phylogenetik: Die Eigenschaften von Ribosomen machen rRNA-Gene zu
attraktiven Zielen fiir phylogenetische Untersuchungen. Die 16S-Region wurde insbesonde-
re fur die Definition der drei Doménen des Lebens (Bakterien, Archaeen und Eukaryoten)
verwendet ((um Bakterien von Archaeen zu unterscheiden)). Fiir die Analysen zu Archaeen
werden andere 16S Primer benutzt als fiir Bakterien.

[Jay & Inskeep)|(2015)]

B.1.8. Lateraler Gentransfer

Anpassungen an 6kologische Bedingungen und kompetitives Aufriisten erfordern viel Inno-
vation. Lateraler Gentransfer kann als schnelle Evolution betrachtet werden, denn Organis-
men konnen sich auf diese Weise schnell an gednderte Umweltbedingungen anpassen. Die
drei haufigsten Mechanismen fiir lateralen Gentransfer sind: Transformation, Transduktion
und Konjugation. Transformation bezeichnet die Aufnahme von DNA direkt aus der Um-
welt, Transduktion, die Ubertragung durch Viren und Konjugation, die direkte Ubertragung
zwischen zwei Zellen. Transduktion kann auch zwischen Organismen geschehen, die in un-
terschiedlichen Umgebungen leben.
[Medini et al) (2005)]
In Prokaryoten stammen bis zu 32% der Gene aus noch nicht allzulange zuriickliegendem
lateralem Gentransfer und iiber 75% prokaryotischer Gene sind von lateralem Gentransfer
betroffen. Erhohte Raten von lateralem Gentransfer stehen bei Eukaryoten in Zusammen-
hang mit dem Verlust von sexueller Reproduktion und dem von aerobem Stoffwechsel ((d.h.
Sauerstoffvertraglichkeit)). Der Aufbau eukaryotischer Zellen - z.B. der Zellkern - stellt ein
Hindernis fiir lateralen Gentransfer dar. Lateraler Gentransfer tritt viel seltener auf als Gen-
verlust oder -duplikation. Er hat aber grof3en Einfluss auf die Artbildung von Bakterien und
ihre Phylogenie [Storch et al.,(2013)]. Das Aufspiiren von lateralem Gentransfer ist schwierig
und sollte einen Vergleich von phylogenetischen Baumen enthalten, die einmal davon ausge-
hen, dass er vorlag und einmal davon, dass er nicht vorlag. Dabei ist auch darauf zu achten,
ob eine betroffene Sequenz starker konserviert ist, als es von der angenommenen Zeitdauer
her seit der Abspaltung in dem phylogenetischen Baum zu erwarten wire.
[Wisecaver & Rokas|(2015), Rokas et al. (2018)]

Lateraler Gentransfer geschieht auch zwischen sehr unterschiedlichen Organismen. Die
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Pflanzenfamilie der Hiilsenfriichtler besitzt Gene fiir Himoglobin. Ca. 100 Gene im Mensch
werden direkt auf Bakterien zuriickgefithrt. Auch Gentransfer von Mensch zu Bakterium fin-
det statt.

[Storch et al|(2013)]

B.1.8.1. Lateraler Gentransfer in Pilzen

Lateraler Gentransfer findet in Pilzen, Pfanzen und Tieren statt, bei weitem am héufigsten
jedoch in Prokaryoten. Pilze erhalten lateralen Gentransfer nicht nur von Bakterien son-
dern auch von Pflanzen, Protisten und (wahrscheinlich am H&ufigsten) von Pilzen. Es wird
geschétzt, dass zwischen 0.1 und 2.8% der Gene in einem typischen Pilz von lateralem Gen-
transfer betroffen sind, wobei diese Schatzung zu niedrig sein konnte, da Pilzgenome noch
nicht gut verstanden werden. Einige Pilze haben ganze Chromosome, die nicht lebensnot-
wendig sind, und vermutlich aus lateralem Gentransfer stammen.

[Wisecaver & Rokas|(2015), Rokas et al|(2018)]

B.1.9. Organisation durch natiirliche Selektion
B.1.9.1. Metabolische Gencluster

Produkte eukaryotischer Gene stehen haufig in komplizierten Netzwerkbeziehungen. Late-
raler Gentransfer tritt seltener bei Genen auf, wenn deren Produkte an komplexen Zusam-
menhangen beteiligt sind. Das Zusammenbringen solcher Gene in einen Sequenzabschnitt
(dann ein “Gen-Cluster”) ermdglicht lateralen Gentransfer, bei dem die Zusammenhénge er-
halten bleiben. Auf diese Weise wird die Haufigkeit an lateralem Gentransfer der betroffenen
Gene anscheinend auf das ca. 1.7-fache erhoht. Insbesondere sogenannte metabolische Gene
treten oft in Clustern auf. Diejenigen, die an der Schiadigung anderer Organismen beteiligt
sind, werden héufiger lateral iibertragen.

[Wisecaver & Rokas|(2015), Rokas et al|(2018)]

Entstehung und Verlust: Populationsgrofle, -struktur und Paarungssystem beeinflussen
iiber natiirlicher Selektion die Struktur eukaryotischer Genome, einschliellich der Existenz
von metabolischen Genclustern. Die Entstehung von Genclustern erfordert haufig die Um-
strukturierung grofier chromosomaler Segmente. Metabolische Gencluster liegen oft in sich
schnell entwickelnden Chromosomabschnitten, z.B. in der Niahe von Telomeren oder mobi-
len genetischen Elementen.

Da Cluster metabolischer Gene meist nicht lebensnotwendig sind, sondern nur einen Vor-
teil unter bestimmten Bedingungen bringen, kénnen sie durch Selektion auch verloren ge-
hen. Pathogene eukaryotische Mikroorganismen neigen dazu ein reduziertes Genom mit ein-
geschranktem Metabolismus zu entwickeln und auf enge 6kologische Bedingungen fixiert zu
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sein. Es existieren drei kompatible genetische Modelle, die an der Bildung und Erhaltung der
Cluster beteiligt sein konnten:

Co-Regulation: in Clustern lassen sich Gene besser steuern.

Genetische Verkniipfung: wenn Gene gut aneinander angepasst sind, profitiert der Orga-
nismus davon, dass sie gemeinsam vererbt werden. ((Die Wahrscheinlichkeit vonein-
ander getrennt zu werden, steigt bei Eukaryoten mit zunehmenden Abstand entlang
des Chromosoms.)) Auflerdem zeigen Regionen, die die Cluster enthalten, vergleichs-
weise niedrige Rekombinationsraten.

Eigenniitziger Cluster: da Cluster haufiger an erfolgreichem lateralem Gentransfer betei-
ligt sind, vermehren sich dadurch besser. Das Schicksal des Clusters wird von dem
anderer Gene des Organismus getrennt und bekommt die Moglichkeit auch in einer
anderen Art zu iiberleben.

[Wisecaver & Rokas|(2015), Rokas et al. (2018)]

Metabolische Gencluster in Pilzen: Bei weitem die meisten metabolischen Gencluster
befinden sich in Pilzen. Pilzgenome unterscheiden sich haufig voneinander dadurch, dass
ganze Cluster vorhanden oder abwesend sind. Pilze verdauen meist andere Organismen.
Wenn andere Pilze die Codierung, Herstellung und Sekretion spezifischer schadigender Pro-
teine betreiben, hift dies auch Pilzen, die sich diesen Aufwand sparen. Wenn in metabolischen
Pathways Zwischenprodukte gebildet werden, die fiir den Pilz selber giftig sind, liegen die
Gene haufiger als Cluster vor. Wenn nur die Gene verloren gehen, die so ein Zwischen-
produkt weiterverarbeiten, entsteht ein grofler selektiver Nachteil. Identische metabolische
Cluster sind in sehr engen taxonomischen Bereichen zu finden und kénnen innerhalb nah-
verwandter Arten variieren.

[Wisecaver & Rokas|(2015), Rokas et al|(2018)]

B.1.10. Marker-Gene
B.1.10.1. 16S als Marker

Das 16S rRNA Gen wird seit 1990 fiir mikrobielle Analysen sequenziert. Es ist der meist ver-
wendete molekulare Marker in der mikrobiellen Okologie. Fiir Mikrobiom-Analysen werden
von dem ca. 1500 bp langen Gen nur wenige hundert Basenpaare benutzt. Evolutionér wird es
konserviert und ist in allen Bakterien vorhanden. Daher kann es universell fiir die Identifika-
tion von Bakterien verwendet werden, jedoch existieren auch Bakterien, die trotz identischer
16S Sequenz, sehr unterschiedlichen Genome haben.

[Case et al|(2007)]
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Auswahl als Marker: Die Analyse von 16S, so wie auch viele andere Methoden der mi-
krobiellen-Okologie, wurde urspriinglich fiir die Phylogenetik entwickelt. Das hat Vor- und
Nachteile. Es kann auf grofle, bereits existierende 16S Datenbanken zuriickgegriffen werden.
Methoden und Ablédufe sind gut etabliert und erprobt. Bausteine zur Durchfithrung der Ana-
lysen im Labor werden bereits kommerziell angeboten. Die 16S Sequenz ist, abhangig vom
Bakterium, mehrfach an verschiedenen Stellen des Genoms vorhanden. Beobachtet wurden
1 bis 15 Positionen. Haufigere Sequenzabschnitte lassen sich im Labor leichter nachweisen
als solche, die nur einmal vorkommen. Fiir Mikrobiomanalysen fithrt diese CNV offensicht-
lich zu Verzerrungen.

[Case et al|(2007)]

B.1.10.2. Proteinkodierende Marker

Das Gen fiir die RNA-Polymerase /3 Untereinheit (rpoB) ist ein Beispiel fiir ein proteinkodie-
rendes Gen, das universell als Alternative fiir 16S eingesetzt werden kann. Es existiert nur
eine bekannte Position und umgeht daher den Bias, der durch Kopien und intragenomische
Heterogenitat entsteht.

[Case et al|(2007)]

B.2. Evolution

Evolution verlduft nicht immer gleich schnell oder auf die gleiche Weise. So haben Bakte-
rien zum Beispiel Mechanismen entwickelt die Mutationen, Rekombinationen und lateralen
Gentransfer unter Stress fordern. Und Selektion wirkt je nach Situation: gerichtet, wenn sich
Populationen an neue Umweltbedingungen anpassen miissen, stabilisierend, wenn die Um-
welt stabil ist und Abweichungen vom verbreitetem Genotyp Nachteile bewirken, disruptiv,
wenn sich Parasiten oder Rauber immer wieder auf die verbreitetsten Genotypen speziali-
sieren oder ausgleichend, wenn durch Genduplikation die Bedeutung des einzelnen Gens
abnimmt.

[Storch et al|(2013)]

Bemerkung 50:

Die Evolution von Pflanzen ist besonders und wird daher hier vernachldssigt. Es wird vermu-
tet, dass die Hdlfte der hoheren Pflanzen durch Hybridisierung verschiedener Arten entstanden
sind. Hybriden sind zwar meist steril aber Pflanzen konnen sich zum einen vegetativ vermehren,
indem ein Pflanzenbruchstiick neu aussprosst und zum anderen vertragen Pflanzen vielfache
Chromosomensdtze (mehr als zwei) und kénnen ihre Fortpflanzungsfihigkeit wiederherstellen.
[Storch et al. (2013)]

Es wurden auch hdufig schon Hybridisierungen, die zu lateralem Gentransfer fiihrten, zwischen
Pilzen festgestellt. Wenn im Chromosom ein Mosaik-artiges Muster der Gene der Genome ver-
schiedener Arten zu sehen ist, wird auf eine solche Hybridisierung geschlossen. Die Entstehung
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einiger neuer, besonders schddlicher Pflanzen-Pathogene, wird auf Hybridisierungen zuriickge-
fiihrt.
[Dutheil (2020)]

Evolution kann sehr schnell wirken. In Laborversuchen zwischen Bakterien und Phagen wur-
den in nur ca. 100 Bakteriengenerationen mehrere Co-evolutive Wettriistzyklen beobachtet.
[Begon et al.|(2016)]

In kurzen Zeitraumen besteht diese Evolution hauptsachlich aus Selektion geeigneter Ge-
notypen. Die Entwicklung geeigneter Genotypen geschieht in der Regel durch Rekombinati-
on existierender Allele. Die Entstehung positiver Mutationen ist selten. In der als besonders
schnell geltenden Co-Evolution zwischen Parasit und Wirt sind meist Kombinationen von
Allelen entscheidend. Zu den Ausnahmen gehoért Medikamentenresistenz, die haufig auf ei-
nem einzigen Gen beruht.

[Lucius et al. (2018)]

B.2.1. Zeitspanne der Evolution

Die erste zellulare Lebensform ist vor tiber 3.9 Milliarden Jahren entstanden. Vor mehr als
3.4 Milliarden Jahren haben sich Prokaryoten in Bakterien und Archaeen differenziert. Zu
diesem Zeitpunkt lebte der letzte gemeinsame Vorfahre aller heutigen Zellen. Vor weniger
als 1.84 Milliarden Jahren sind Eukaryoten entstanden. Mitochondrien waren im Zeitraum
von 2.053-1.21 Milliarden Jahren eigenstandige, symbiotisch lebende Prokaryoten.

[Betts et al. (2018)]

Vor 700 Millionen Jahren entstanden Pilzen und mehrzellige Tiere. Die Zeit vor 510-570
Millionen Jahren entspricht ungefahr der Aufteilung in Stimme (Phylum) in taxonomischen
Einordnungen.

[Raven et al|(2000)]

B.2.2. Mikrobieller Genpool

Organismen konnen selbststindig Gene mit neuen Funktionen entwickeln, indem ein Se-
quenzabschnitt verdoppelt wird und Mutationen nachfolgend zu einer Funktionsdnderung
einer der beiden Abschnitte fithren. Allerdings ist der haufigste Weg, auf dem ein Organis-
mus Gene mit neue Funktionen erlangt, der, dass die Gene von einem anderen Organismus
iitbernommen werden. Der grofie mikrobielle Genpool lasst vermuten, dass die meisten Funk-
tionen in Mikroben entwickelt und von hoheren Organismen ibernommen wurden. Dies
entspricht unterschiedlichen Rollen in der Evolution.

[Medini et al, (2005)]
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Tabelle B.3.: Grenzwerte prokaryotischer Taxonomie aus |Yarza et al. (2014)

Taxonomische Ebene Sequenziibereinstimmung
Stamm ( = Phylum) 75.0%

Klasse 78.5%
Ordnung 82.0%
Familie 86.5%
Gattung 94.5%

B.2.3. Prokaryotische Taxonomie

Es gibt verschiedene Moglichkeiten taxonomische Einteilungen zu definieren, die zu unter-
schiedlichen Ergebnissen fiihren.

Einfach: Das 16S Gen ist momentan der einzige ausreichend unterstiitzte taxonomische
Marker fiir alle Bakterien und Archaeen, der auf einer einzelnen DNA-Region beruht. Fiir ta-
xonomische Einteilungen oberhalb der Artenebene von Prokaryoten wurden minimale Ahn-
lichkeitsgrenzwerte fiir die 16S Gen-Sequenz vorgeschlagen (Tab.:[B.2.3). Zwei Prokaryoten,
die eine niedrigere 16S Sequenzahnlichkeit als der Grenzwert fiir eine der taxonomischen
Ebenen aufweisen, gelten fiir diese Ebene als verschieden. Ebenso gelten sie als verschieden,
wenn andere Information dagegen spricht. Diese Information kann genetisch, phanotypisch
oder 6kologisch sein.

[Yarza et al.,(2014)]

Probleme: 1. Fir unvollstindige Sequenzen aus Metagenom-Analysen sind die Grenzen
nicht anwendbar. 2. Kleine ribosomale Untereinheiten sind von ((CNV mit intragenomischer
Heterogenitit)), lateralem Gentransfer, konvergenter Evolution (d.h. dasselbe Produkt ent-
steht unabhéangig voneinander in unterschiedlichen Abstammungslinien) und unterschied-
lich schneller Evolution betroffen. Einfache Sequenzvergleiche spiegeln daher manchmal
nicht die korrekte Phylogenie wieder.

[Wu et al|(2013)]

Die Auflésung auf den hochsten und niedrigsten taxonomischen Ebenen ist gering. 3. Bei der
Sequenzierung entstehen durch den PCR-Prozess oft zusammengesetzte DNA-Fragmente aus
verschiedenen Vorlagen (sog. “Chiméren”), die die Klassenbildung verzerren.

[Parks et al|(2018)]

Komplex: Aus mehreren protein-kodierenden Genen, die so ausgewahlt wurden, dass sie
wenig Probleme verursachen, wird eine kiinstliche Sequenz aneinandergereiht und ein Ali-
gnment angefertigt. Aus diesem wird ein phylogenetischer Baum konstruiert. Es werden
Evolutionsraten (pro Gen und Organismus) geschatzt und beriicksichtigt. Die taxonomischen
Ebenen werden gleichmiaflig zugeordnet oder es wird sich an Datenbanken mit bekannten
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Eintragen orientiert.

[Wu et al|(2013)]

Bestehende Datenbanken wurden auf diese Weise auch verbessert [Parks et al{(2018)]. Wenn
phylogenetische Untersuchungen auf rDNA Alignments basieren, wird eine manuelle Kor-
rektur vorgenommen, die die rdumliche Struktur der rRNA berticksichtigt [Storch et al. (2013)].

Datenbank-basiert: Die grundlegende taxonomische Zuordnungen erfolgt in Einzelfall-
entscheidungen durch Experten und wird der Offentlichkeit in Datenbanken zur Verfiigung
gestellt. Diese Methode findet auch bei Eukaryoten Anwendung.

[Federhen (2011)]

Daten aus Experimenten werden anhand ihrer Sequenzen gegen diese Datenbanken vergli-
chen und die taxonomische Zuordnung aus diesen tibertragen [Antweiler et al, (2017)].

B.2.3.1. Stammklassifikation

Bakterien lassen sich auch unterhalb der Arten-Ebene auf verschiedene Weisen klassifizieren.
Eine pragmatische Einteilung ist die “Serogruppe”, die auf preiswerten immunochemischen
Verfahren beruht. Hierbei wird nur die Zusammensetzung der Bakterienoberflache beriick-
sichtigt. ((Diese Einteilung ist nicht genetisch sondern phéanotypisch.)) Fiir eine genetischen
Einteilung wird oft das Verfahren “Multi-Locus Sequence Typing” (MLST) verwendet, bei
dem Unterschiede in Housekeeping-Genen bestimmt werden. Das Ergebnis ist der “Sequenz-
typ” des Bakteriums. Sequenzvergleiche tiber das gesamte Genom haben ergeben, dass diese
Einteilungsmethoden nicht der genomischen Diversitat entsprechen. Haufig sind Bakterien
verschiedener Serogruppen einander dhnlicher als solche innerhalb einer Serogruppe. Auch
Genome desselben Sequenztyps konnen sich sehr von einander unterscheiden. Die Klassifi-
kation von Bakterien ist teilweise mehr an der medizinischen Bedeutung als an Verwandt-
schaftsbeziehungen orientiert. Zum Beispiel unterscheidet sich B. anthracis von B. cereus
hauptsichlich durch zwei Plasmide. Eins dieser Plasmide kodiert fiir Anthrax und ist daher
von medizinischer Bedeutung. Zwei Bakterien aufgrund von Plasmiden in unterschiedliche
Arten (oder auch nur Stimmen) aufzuteilen, widerspricht dem Konzept genetischer Defini-
tionen.

[Medini et al) (2005)]

E. coli: Das Kerngenom von E. coli umfasst ca. 2000 Gene. Das Pan-Genom ca. 18000. Die
meisten Vertreter besitzen zwischen 4200 und 5500 Genen. Die beiden Stamme K12 und
EHEC (enteroaggregatives E. coli) haben nur 70% gemeinsame Gene. Von ihrer medizinischen
Bedeutung unterscheiden sich die Stimme ebenfalls. Der EHEC-Erreger des Ausbruchs von
2011 in Deutschland wurde aus medizinischer Sicht als EHEC klassifiziert. Er war eher ein
EAEC (enteroaggregatives E. coli) das ein Toxin-Gen von EHEC, mehrere Gene des extrate-
stinalen pathogenen E. coli (ExPEC) und mehrere Antibiotika-Resistenzgene erworben hatte.
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Tabelle B.4.: Grenzwerte fungaler Taxonomie aus Tiew et al,|(2020)

Taxonomische Ebene Sequenziibereinstimmung

Klasse 80.9%
Ordnung 81.2%
Familie 88.5%
Gattung 94.3%

[Storch et al|(2013)]

Bemerkung 51:

Die Klassifikation anhand Ubereinstimmungsquoten konservierter DNA-Regionen, kann erheb-
liche Variabilitit auflerhalb dieser Regionen zulassen und Organismen zusammenfassen, die
sehr unterschiedlich auf ihre Umgebung wirken.

B.2.4. Pilz-Taxonomie

Pilztaxonomie ist noch nicht gut entwickelt. Vergleichsdatenbanken sind diinn besetzt. Dies
fihrt beim Next Generation Sequencing zu vielen unklassifizierten OTUs. Korrekte Identi-
fikation ist auf Art-Ebene mit tiber die Sequenz der ITS-Region zur Zeit nicht méoglich. Se-
quenziermethoden der dritten Generation konnen die Identifikation von Pilzen verbessern,
da langere Sequenzen ausgelesen werden. ITS-Primer zeigen Primer-Bias, Amplifikations-
Bias und kénnen Mock-Gemeinschaften nicht korrekt wiedergeben.

Fiir taxonomische Einteilungen von filamentésen Pilzen wurden Grenzwerte fiir die ITS-
Region-Sequenz geschitzt (Tab.: [B.2.4).
[Tiew et al. (2020)]

B.2.5. Entstehung mikrobieller Arten

Das periodische Selektionsmodell ist das klassische Modell mikrobieller Evolution. hm
zufolge entstehen Mutationen mit grof3em positiven Einfluss in asexuellen Populationen nur
selten. Das Individuum mit dieser Mutation setzt sich gegeniiber anderen durch und sein
Genotyp verdrangt alle anderen, wenn keine oder kaum Rekombination stattfindet. Hier-
durch geht der Population jede Diversitdt verloren. Alle beobachtete Diversitdt innerhalb
einer Population muss daher nach ((und wéhrend)) der Fixierung des letzten grofien Effekts
entstanden sein. Das Modell nimmt an, dass positiv-wirkende Mutationen so selten sind,
dass jeweils hochstens eine vorliegt. Experimente lassen hingegen vermuten, dass mehrere
positiv-wirkende Mutationen gleichzeitig in Individuen auftreten.

[Wilmes et al. (2008)]
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Das klonale Okotypmodell ist eine Erweiterung des periodische Selektionsmodells. Es
nimmt an, dass die seltene positive Mutation die Fitness fiir eine bestimmte Nische in einem
Okosystem erhoht und der mutierte Genotyp in dieser Nische fixiert wird, in anderen aber
nicht. Gruppen von Individuen mit einheitlichen Sequenzen innerhalb einer Art entsprechen
demnach hauptsichlich Populationen, die auf unterschiedliche Nischen spezialisiert sind,
falls sich die Sequenzen zwischen den Gruppen unterscheiden. Diese Theorie wird durch
nachgewiesene Zusammenhange von Umwelteinfliissen mit relativen Héaufigkeiten von Ge-
notypen einer Art unterstitzt.

[Wilmes et al. (2008)]

Nicht-klonale Modelle: Beide Modelle sind klonal, weil sie Rekombinationen vernach-
lassigen. In mikrobiellen Proben werden oft hohe Rekombinationsraten beobachtet. Durch
Rekombinationen kénnen mehrere Sequenzabschnitte desselben Chromosoms getrennt von
einander selektiert werden. Das fithrt zu einer hoheren Heterogenitét als unter den klona-
len Modellen zu erwarten wére. Auffallige Cluster sind viel seltener zu beobachten, wenn
Rekombinationsraten grofier als ein Viertel der Mutationsrate werden. Wenn sehr viele Re-
kombinationsereignisse in einer Population vorliegen, ist es problematisch phylogenetische
Abstammungslinien zu identifizieren. Umgekehrt werden Probleme bei der Erstellung phy-
logenetischer Baume als Hinweise auf Rekombinationsereignisse verstanden. Rekombinati-
onsraten nehmen mit zunehmender Inhomogenitat der beteiligten Sequenzen ab.

[Wilmes et al. (2008)]

B.2.6. Mitochondrien

Mitochondrien sind die membran-umgebenen Bestandteile eukaryotischer Zellen, die fiir die
Sauerstoffverwertung verantwortlich sind. Sie enthalten ihre eigene DNA und sind mehrfach
in den Zellen enthalten.

[Bullerwell & Lang| (2005)]

Eine gewohnliche tierische Zelle enthalt hunderte bis iiber tausend Mitochondrien und
jedes Mitochondrion 5-10 mtDNA Kopien. Mitochondrien fusionieren regelméflig mitein-
ander und durchmischen so ihre DNA. Thre DNA (mtDNA) ist innerhalb eines Organismus
weitgehend identisch.

[Storch et al|(2013)]

Sie kodiert nur fiir 5 bis ca. 100 Proteine. Die meisten ihrer Proteine werden stattdessen im
Zellkern kodiert und als fertige Proteine in die Mitochondrien importiert. Die Mutationsrate
von mtDNA ist hoher als die der nuklearen DNA ((d.h. DNA des Zellkerns)). Da Mechanis-
men existieren, die mtDNA in den Kern einschleusen konnen und Mitochondrien ihrerseits
viele Biomolekiile importieren konnen, ist die Reduktion der mtDNA evolutionar begiinstigt.
Auflerdem werden viele Aufgaben bereits durch die nukleare DNA abgedeckt und die ent-
sprechende mtDNA kann ohne Schaden verloren gehen. Ein extremes Beispiel ist die tRNA
fir das AUA-Codon. Einige Pilze sind dazu Gibergegangen diese von der Zelle zu importie-
ren, obwohl sie diese auch selbst kodieren. Einige kodieren diese tRNA nicht mehr und sind
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auf den Import angewiesen. Einige brauchen diese tRNA gar nicht, da sie keine Gene mehr
haben, deren Sequenz dieses Codon enthalt.
[Bullerwell & Lang| (2005)]

Es wurden auch Genvereinfachungen beobachtet, die z.B. zum Wegfall grofier raumlicher Be-
reiche bei tRNAs gefiihrt hat. Von wenigen konservierten Bereichen abgesehen, ist mtDNA
sehr divers. Zwischen mtDNA-Lénge und der Anzahl der Gene scheint es keinen Zusammen-
hang zu geben: Die meisten Langenunterschiede stammen aus repetierenden Sequenzen in
Introns oder zwischen Genen. Selbst innerhalb einer Gattung kann die mtDNA-Lénge deut-
lich variieren. Plasmide sind in Pilzen haufig zu finden, treten aber auch in einigen Pflan-
zen und Protisten auf. In Pilzen sind sie meist linear. Wenn ein lineares Plasmid in mtDNA
eingebaut wird, wird die mtDNA auch linear. Die meisten Mitochondrien enthalten mehre-
re lineare Chromosome, die sich zu einer kreisformigen Struktur zusammenlagern, so dass
lange Zeit angenommen wurde, es wiirde sich um ein einziges geschlossenes Chromosom
handeln. Es gibt auch Mitochondrien, in denen die mtDNA in mehrere kreisformige Struktu-
ren organisiert ist. Das mitochondriale Genom kann iiber mehre Mitochondrien einer Zelle
verteilt vorliegen. Die Anzahl der Kopien eines Gens ist oftmals abhéngig von Wachstums-
bedingungen und liegt zwischen zehn und mehreren tausend. Die hohe Anzahl an Kopien
ermoglicht Mutationen ohne sofortige negative Auswirkung, was zu der erhéhten Rate ak-
zeptierter Mutationen beitragt.

[Burger et al|(2003)]

B.2.7. Verteilung von SNPs

SNPs sind nicht gleichméfiig im Genom verteilt. Hypervariable Regionen werden haufig Gen-
Inseln genannt und enthalten deutlich hohere Anteile an neuen Genen. In Bakterien weist
der “clusterd regularly interspaced short palindromic repeats” (CRISPR) Lokus die meiste
fein-skalierte Heterogenitét auf. Er ist fiir einen Teil der Resistenz gegen Bakteriophagen
verantwortlich.

[Wilmes et al. (2008)]

B.2.8. Mutationen in Viren

Mutationen lassen sich in Viren relativ leicht untersuchen.

Mutation zu RNA-Basen: In DNA mutiert die Base Cytidin gelegentlich zu Uracil. Es
existieren Mechanismen, die entsprechende Stellen finden und korrigieren. Wenn sie nicht
korrigiert werden, wird bei der niachsten Replikation an diesen Stellen “A” anstatt “G” im
komplimentaren Strang eingebaut. Das HIV-1 Virus verpackt gewdhnlich ein Korrekturen-
zym des Wirts gegen diese Mutation mit in seine Kapsel. Geschieht dies nicht, erhéht sich
seine Mutationsrate, je nach Zelltyp und -status, auf das 4 bis 18-fache.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]
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Mutation und Rekombination in RNA-Viren hingen sehr von der Genauigkeit der
Polymerase ab. Die Genauigkeit wird durch gut definierte RNA-Sekundarstruktur-Elemente
vermindert. Sekundarstrukturen konnen auch zum Wechsel der Vorlage fiihren. Auf diese
Weise funktioniert Rekombination bei RNA-Viren.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

B.2.8.1. Mutationsraten in Viren

Mutationsraten unterscheiden sich zwischen Viren. Chromosome einstréangiger Viren sind
instabiler gegeniiber chemischen induzierten Schaden. Die Anzahl der erzeugten Mutatio-
nen bei der Replikation des Chromosoms eines DNA-Virus scheint relativ unabhéngig von
der Grof3e bei etwa bei 0.003 zu liegen. Die Mutationrate von RNA-Viren liegt zwischen 10~°
und 10~* pro Nukleotid und Generation. Der Unterschied zu DNA-Viren (10~% — 107 pro
Nukleotid und Generation) liegt vor allem daran, dass nur bei sehr wenigen RNA Viren eine
Fehlerkorrektur durch Exonukleasen stattfindet. (Exonuklease sind Enzyme, die Nukleotide
vom Ende der DNA- oder RNA-Kette abspalten [Knippers (1997)]). Coronaviren, die grofiten
(30000-33000 bp) RNA-Viren, sind die einzigen bekannten RNA-Viren, die Fehlerkorrektur-
mechanismen entwickelt haben.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

Einfluss auf Mutationsraten: Mutationsraten unterliegen Selektion und werden auf ver-
schiedene Weisen gesteuert durch:

+ Genauigkeit, mit der Polymerasen bei der Replikation Nukleotide einbauen
+ Sequenz

+ Sekundarstruktur

+ Bedingungen innerhalb der Zelle

« Replikationsmechanismus

« Fehlerkorrektur wiahrend der Replikation (bei DNA-Viren)

+ Reparatur nach der Replikation (bei doppelstrangigen DNA-Viren)

« Virus-kodierte Diversitits-erzeugende Retro-Elemente (DGR)

« Wirts-kodierte Deaminasen (bei RNA-Viren in Tieren)

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]
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Mutationen durch Wirts-kodierte Deaminasen: 98% der Mutationen in HIV-1 werden
durch sequenzabhingige Deaminasen der Wirtszelle verursacht, die als Abwehrmafinahmen
tierischer Zellen gegen RNA-Viren entstanden sind. Das Virus HIV-1 ist das am schnellsten
mutierende bekannte Virus. Es realisiert gewohnlich in jedem infizierten Patienten an jedem
Tag alle einzelnen Basenaustauschmoglichkeiten. Die meisten der editierten Viren sind nicht
funktionsfahig. Einige Viren haben Proteine entwickelt, die den Abbau von Deaminasen an-
regen.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

B.2.8.2. Ortsspezifische Mutationen

In DNA-Viren und Bakterien existieren Mechanismen, die Mutationsraten an speziellen Re-
gionen erhéhen und so optimale Diversitiat an den entscheidenden Stellen bei geringerer
Gesamt-Mutationsrate erreichen konnen. RNA-Viren scheinen dazu nicht fahig zu sein. Die
Raten fiir akzeptierte Mutationen zeigen sich hingegen auch bei ihnen erhéht — zum Beispiel
in Bereichen, die das Immunsystem eines Wirts zum Erkennen benutzt.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

Methylierung: Dem schnellst mutierenden DNA-Virus (Bakteriophage ®.X174) fehlen
methylierbare Sequenzmuster, an denen Korrekturenzyme den Originalstrang erkennen kénn-
ten, obwohl davon 20 durch Zufall zu erwarten waren. Er mutiert mit 10~% Mutationen pro
Nukleotid und Generation um 3 Gréflenordnungen schneller als das Bakterium E. coli. Wenn
die Methylierung nur an bestimmten Stellen fehlt, ist die Mutationsrate dort ortsspezifisch
erhoht.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

Diversitiats-Erzeugende Retro-Elemente: In grofien DNA-Bakteriophagen kann die Mu-
tationsrate ortsspezifische durch Diversitats-Erzeugende Retro-Elemente (DGRs) gesteigert
werden, die sich tiblicherweise in Bereichen finden, die fur das Anheften an Bakterienzellen
verantwortlich sind. DGRs enthalten einen Bereich der eine konservierte Sequenz wieder-
holter Motive, eine variable Region und ein Gen, das eine reverse Transkriptase kodiert,
enthalt. (Reversive Transkriptasen sind Enzyme, die RNA in DNA {ibersetzen.) Diese reverse
Transkriptase lief3t das Transkript der konservierten Sequenz ab und erzeugt eine fehlerhafte
DNA Sequenz daraus. Diese wird auf momentan unbekannte Weise in die variable Region
integriert. DGRs existieren auch in Plasmiden, Chromosomen von Prokaryoten und Viren
von Archaeen. DGRs selbst wurden nicht in eukaryotischen Viren beobachtet — aber dhnli-
che Sequenzen.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]
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Kopienzahlvariationen: Eukaryotische DNA-Viren besitzen andere Methoden um die
Mutationsrate ortsspezifisch zu erhéhen, die tiber Rekombinationen funktionieren. Das Vac-
cinia Virus enthélt beispielsweise CNVs.

[Sanjuan & Domingo-Calap|(2016)]

B.3. Okologie

Next Generation Sequencing von 16S rRNA Genen revolutionieren den Fachbereich mikro-
bielle Okologie [Wilmes et al|(2008)].

Der Wissenschaftszweig Okologie beschiftigt sich mit den Prinzipien, die Verbreitung und
Abundanz von Organismen bestimmen. Natiirlichen Selektion ist daher auch eine 6kologi-
sche Theorie. Oft sind aktuelle Lebensgemeinschaften nicht optimal aufeinander abgestimmt
und unter anderen Bedingungen entstanden.

[Begon et al|(2016)]

B.3.1. Lebensgemeinschaften:

Die “Lebensgemeinschaft” wird durch alle Lebewesen an einem gemeinsamen Ort gebildet.
Der Ort ist das “Habitat” der dort lebenden Organismen. Der Begriff “Nische” (s.u.) wird in
der Umgangssprache haufig mit “Habitat” verwechselt. Gewohnlich bilden mehrere unter-
schiedliche Habitate zusammen einen “Lebensraum”. Die Lebensgemeinschaft ergibt zusam-
men mit den abiotischen Umweltfaktoren das “Biotop”. Lebewesen derselben Art an einem
Habitat bilden eine “Population”. Verdnderungen der Populationsstruktur (insbes. die Anzahl
der Individuen) werden als “Populationsdynamik” bezeichnet [Sauermost & Freudig (1999)].
Die Populationsdynamik vieler parasitarer Bakterien und Viren verlauft zyklisch.

[Begon et al|(2016), Nentwig et al.(2011)]

Planstelle: Populationen besetzen “Planstellen” in einer Lebensgemeinschaft. Eine Plan-
stelle braucht nicht besetzt zu sein. Sie kann in der Regel von verschiedenen Arten besetzt
werden, die nicht nahe-verwandt zu sein brauchen. Dies nennt man “Stellenaquivalenz”. An
einem Ort zu einer Zeit wird sie in der Regel jedoch nur von einer Art besetzt. Gemeinschaf-
ten sind “ungesittigt”, wenn sie offenen Planstellen besitzen und “gesittigt” falls alle belegt
sind. Offene Planstellen beschleunigen Evolution — besonders nach Massenaussterben. Mit
zunehmendem Artenreichtum wird normalerweise jede weitere Art fiir die Funktionsfahig-
keit der Gemeinschaft weniger wichtig, aber eine hinzukommende Art kann auch neue Plan-
stellen schaffen.

[Nentwig et al. (2011)]
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Der Artenreichtum einer Gemeinschaft steigt mit grofierer Ressourcenvielfalt, starkerer
Spezialisierung der Arten, hoher Uberlappung der Ressourcennutzung verschiedener Arten
und weniger freien Liicken. Die Grof3e einer Population kann durch die Verfiigbarkeit von
Ressourcen und das Vorhandensein von Pradatoren oder parasitiren Arten limitiert sein.
Die relativen Artenhédufigkeiten sind sehr unausgeglichen in den meisten Gemeinschaften:
nur wenige Arten kommen hiufig vor und die meisten selten. Eine haufig vorkommende
Art wird “dominant” genannt. Ist eine Art konkurrenzfihig und kommt gut mit den Um-
weltbedingungen zurecht, wird sie haufig vorkommen. Pradation kann den Artenreichtum
erniedrigen, wenn Beute ausstirbt aber auch erhohen, falls die Beute dominant ist und so-
weit reduziert wird, dass Ressourcen fiir weniger konkurrenzfahige Arten verfiigbar werden.
Parasiten konnen die Populationsstruktur ihrer Wirte genauso beeinflussen wie Rauber die
ihrer Beute [Lucius et al|(2018)]. Der Artenreichtum ist bei mittlerem Pradationsdruck am
hochsten und kann sich durch Immigration vergrofiern. Der Standort bestimmt den regional
zur Verfiigung stehenden Artenpool.

[Begon et al.|(2016), Nentwig et al|(2011)]

B.3.1.1. Okologische Nische

Okologische Nische ist eine Abstraktion dariiber, welche Funktion eine Art in der Ge-
meinschaft ausfithren kann und welche Anspriiche sie an ihre Umwelt stellt. Arten, die auf
wenige Ressourcen spezialisiert sind, haben eine geringe “Nischenbreite”. Zwei Arten, die
viele gemeinsame Ressourcen verwenden, haben eine hohe “Nischeniiberlappung”. Arten,
die dhnliche Nischen (bzgl. Ressourcen) haben werden zu einer “Gilde” zusammengefasst.
Nah-verwandte Arten haben zwangsldufig dhnliche Nischen. In einer konkreten Gemein-
schaft ergibt sich fir jede Art ihre “realisierte Nische”. Diese kann von der theoretischen
individuellen “fundamentalen Nische” abweichen.

[Begon et al|(2016), Nentwig et al.(2011)]

Interspezifische Konkurrenz: Wenn verschiedene Arten dieselben knappen Ressourcen
verwenden, stehen sie in “interspezifischer Konkurrenz”. Beeinflussen sich die Populatio-
nen dadurch, dass sie die Ressourcen verbrauchen, wird von “Ausbeutungskonkurrenz” ge-
sprochen. Wenn sie um Zugang zu Ressourcen kampfen, wird die Konkurrenz “Interferenz”
genannt. Interspezifische Konkurrenz wirkt auf Gilden und beeinflusst so meist Populations-
dynamik, Verbreitung der Arten und Zusammensetzung der Gemeinschaften. Die Habitate
eines Lebensraums bestehen normalerweise aus giinstigen und ungiinstigen Habitaten, von
denen einzelne oft nur voriibergehend an unvorhersehbaren Orten und Zeiten existieren.
Dies beeinflusst die Wirkung der Konkurrenz. Das “Konkurrenzausschlussprinzip” besagt,
dass, wenn zwei Arten einer stabilen Lebensgemeinschaft versuchen dieselbe Nischen zu
belegen, die konkurrenzschwichere verdrangt wird. Sie kann daraufhin andere Ressourcen
verwenden oder an einem (evtl. nur geringfiigig) anderen Ort oder einer anderen Zeit aktiv
sein. Selbst bei nur ahnlichen Nischen kann ein Konkurrenzausschluss entstehen.  Konkur-
renzversuche werden haufig zwischen Staimmen einer Bakterienart durchgefiihrt. Der Anteil
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aktuell noch bestehender interspezifischer Konkurrenz in Lebensgemeischaften wird ver-
mutlich aufgrund auffélliger Beispiele tiberschatzt. Evolution reduziert langfristig interspe-
zifische Konkurrenz und verringert damit Nischentiberlappungen in Lebensgemeinschaften.
Dies wird “Merkmalsverschiebung” genannt. Insbesondere hat natiirliche Selektion bisher
Individuen begiinstigt, deren Eigenschaften sich moglichst nicht nachtteilig auf Individu-
en der eigenen Population auswirken. =~ Nah-verwandte Bakterien neigen dazu in densel-
ben Proben gemessen zu werden [Lozupone et al,(2012)]. Da Arten derselben Gattung phy-
logenetisch eng miteinander verwandt sind, deuten Lebensgemeinschaften, in denen nicht
wenige Gattungen mit mehreren Arten vertreten sind, darauf hin, dass dort Umweltbedin-
gungen eine groflere Rolle spielen als Konkurrenz. Bei “ausbeutervermittelter Coexistenz”
wird beispielsweise die Dominanz der konkurrenzstarksten Art dadurch reduziert, dass sie
als Nahrungsquelle genutzt wird. Das gilt auch wenn die konkurrierenden Arten ebenfalls
als Nahrungsquelle verwendet werden. Ausbeuter konnen auch parasitidre Lebewesen sein.
[Begon et al|(2016), Nentwig et al(2011)]

Es wird angenommen, dass nah-verwandte Arten unter dkologischen Gesichtspunkten
ahnlich sind und stiarker miteinander konkurrieren. Weniger verwandte Arten sollten haufi-
ger miteinander kooperieren. Allerdings zeigen sich einige Arten, die unabhéngig von ihrer
Verwandtschaft, generell viele Kooperationen eingehen.

[Venail et al|(2014)]

B.3.2. Anderungen in Lebensgemeinschaften
B.3.2.1. Stabilitat von Umwelten und Gemeinschaften

Selbst in einer stabilen Gemeinschaft werden Arten ausgetauscht. Beim “Species-Turnover”
wandern neue Arten in die Liicken ein, die aussterbende hinterlassen. Eine Umwelt gilt als
stabil, wenn sie nur wenig unvorhersehbare Schwankung aufweist. Zyklische Veranderun-
gen sind daher als stabil anzusehen.

[Nentwig et al. (2011)]

Mit zunehmendem Artenreichtum, wird eine Gemeinschaft stabiler, wobei jede einzel-
ne Population sogar moglicherweise leicht an Stabilitat verliert. Gemeinschaften, die nach
Stérungen schnell wieder in ihren urspringlichen Zustand zuriickkehren, werden “resilient”
genannt. Eine Gemeinschaft, die sich durch Stérungen kaum veréndern lasst, ist “resistent”.
[Begon et al.|(2016)]

Positives Feedback ist oft verantwortlich fiir Anderungen in Gemeinschaften, kann aber
auch Gruppen in einer Gemeinschaft stabilisieren, die sich gegenseitig fordern. Negatives
Feedback erhoht die Diversitat und somit meist auch die Resilienz einer Gemeinschaft.
[Lozupone et al{(2012)]

Menschlicher Krankheitsverlauf scheint oft besser durch die Instabilitiat mikrobieller Ge-
meinschaft vorhersagbar zu sein als durch einzelnen Pathogene [Knight et al. (2018)].

144



ZyKlische Veranderungen von Populationsdichten in Wirt-Parasit-Beziehungen: Ei-
ne Ursache fiir zyklische Veranderungen von Populationsdichten, liegt in zeitlich-verzégerten
Auswirkungen von Wechselbeziehungen zwischen Arten. So erleichtern hohe Wirtsdichten
die Ausbreitung der Erreger von Infektionskrankheiten. Diese erhohen die wiederum die
Mortalitdtsrate der Wirte und reduzieren dessen Abundanz.

[Nentwig et al. (2011)]

Fir Parasiten rentieren sich insbesondere Anpassungen an den hiufigsten Wirtsgeno-
typ. Somit entstehen Vorteile fiir Mitglieder der Wirtsart mit selteneren Genkombinationen.
((Siehe: Disruptive Selektion)). Wenn diese haufiger werden, konnen sich auch Parasiten,
die auf den entsprechenden Typ spezialisiert sind, besser ausbreiten. Auf diese Weise kon-
nen Schwankungen innerhalb der Genotypenhaufigkeiten einer Art auftreten und ein grofies
Pan-Genom erhalten bleiben.

[Lucius et al,|(2018)]

r/K-Selektion: Populationen wachsen unter optimalen Bedingungen zunichst exponen-
tiell an. Die Wachstumskurve flacht ab, da sich die Konkurrenz zwischen den Individuen
(“intraspezifische Konkurrenz”) der Art um Ressourcen erhoht. In einer gegebenen Umwelt
ist die “Kapazitit” einer Population ihre theoretisch maximale Anzahl an Individuen. In einer
stabilen Umwelt kann diese zumindest annéhernd erreicht werden. Die Mitglieder einer Art
konkurrieren auch mit anderen Arten um Ressourcen. Thre wichtigste Eigenschaft ist dann
Konkurrenzfahigkeit. In der Situation spricht man von “K-Selektion”. Konkurrenzfihige Ar-
ten werden “K-Strategen” genannt. Habitate, die sie begiinstigen sind “K-selektierend”. In
einer instabilen Umwelt ist hingegen die Anzahl der Nachkommen ausschlaggebend. Man
spricht von “r-Selektion”, “r-Strategen” und “r-selektierenden Habitaten. Da sich diese Arten
in neuen Situationen schnell ausbreiten konnen, werden sie auch “opportunistisch” genannt.
Gemeinschaften mit einem hohen Anteil an r-Strategen sind besonders resilient. Individu-
elle r-Strategen sind stirker von bereits kleinen Umweltschwankungen beeintrachtigt, ihre
Populationen sind aber weniger einheitlich. Die r und K Einteilung ist ein sehr hilfreiches,
einfaches und weitreichend giiltiges Konzept. Einige Arten kénnen sowohl K- als auch r-
Strategie anwenden.
[Nentwig et al.,(2011), Begon et al.(2016)]

Organismen mit kleinem Genom kdénnen ihr Genom einfacherer reproduzieren und soll-
ten einen schnelleren Reproduktionszyklus aufweisen [Lucius et al|(2018)].

Okologische Sukzession bezeichnet die Erstbesiedlung eines Ortes oder seine Wieder-
besiedlung nach einer Storung. Alte Arten konnen dabei verloren gehen. Der Prozess kann
stufenweise (“sukzessiv”) ablaufen, wobei einige neue Arten nach einem Ubergangszeitraum
wieder verschwinden. Die Verdnderungen sind nicht-saisonal und streben einen Endzustand
im Gleichgewicht an. Zu Beginn einer Sukzession sind Artenreichtum und Biomasse gering,
werden aber im Laufe der Sukzession grofler. Der Artenreichtum kann zu einem mittleren
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Zeitpunkt am grofiten sein, wenn die Arten aus konsekutiven Sukzessionsstadien gleichzei-
tig auftreten. ((Groflte Diversitat entspricht also nicht zwangslaufig dem best-angepasstem
Zustand.)) Wahrend die Zusammensetzung der Arten anfinglich sehr zufallig ist und von
r-Strategen dominiert wird, setzten sich spater meist gut angepasste K-Strategen durch. Die
frithen Arten konnen anderen Arten helfen oder deren Ansiedlung verhindern, indem sie die
Umweltbedingungen anpassen. Aufierdem konnen sie die Stelle besser gegen spatere Arten
verteidigen.

Haufig treten in Gemeinschaften neue Stérungen auf, bevor sich ein stabiler Zustand bil-
den kann. Der Artenreichtum sollte bei einer mittleren Stérungshéufigkeit am groften sein.
Oft befinden sich verschiedene Habitatfragmente einer Gemeinschaft in unterschiedlichen
Sukzessionsstadien.

[Nentwig et al.(2011), Begon et al.(2016)]

B.3.2.2. Wanderung

Individuen konnen ihren Lebensraum wechseln. Aufgrund von Immigration kénnen sich
Individuen auch an Orten aufhalten, an denen fiir sie kein Populationswachstum moglich
ist. Sie emigrieren aus Bereichen mit, fiir sie besseren, Bedingungen und grofierer Popu-
lation. Emigrationshdufigkeiten hangen von Art und Umwelt ab. Immigration wird in der
Regel durch “biotischen Widerstand” der etablierten Populationen erschwert. Thm liegt “dif-
fuse Konkurrenz” zugrunde — hohere Artenanzahl fithrt tendenziell zu weniger freien und
kleineren Nischen. Eine immigrierende Art kann sich nur etablieren, wenn fiir sie eine freie
passende Planstelle existiert oder sie die realisierten Nischen der etablierten Arten verandern
kann. Manchmal kénnen sich einwandernde Arten nach vielen Generationen durch Anpas-
sungen etablieren.
[Nentwig et al. (2011)]

Immigration kann auch vor Feinden schiitzen und eine Art sogar dominant werden las-
sen, wenn die Bedingungen in dem neuen Habitat fiir die Antagonisten deutlich schlechter
ist [Lucius et al|(2018)].

B.3.3. Ressourcenvielfalt

Wie aus einem Okotyp Modell (Abschnitt zu erwarten, nutzen artenreiche Gemein-
schaften begrenzte Ressourcen besonders effizient, da unterschiedliche Arten auf ihre Nische
spezialisiert sind. Stérungen von Gemeinschaften erleichtern meist die Ansiedlung fremder
Arten. Ein ausgiebiges Nahrungsangebot reduziert haufig die Diversitit eines Okosystems,
da wenige schnell wachsende Arten in interspezifischer Konkurrenz zu anderen stehen.
[Lozupone et al{(2012)]
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B.3.4. Systemkomplexitit und taxonomische Aussagekraft

Selektion basiert auf Eigenschaften und Umwelteinfliissen und verandert die Zusammenset-
zung von Gemeinschaften. Der Zusammenhang zwischen Eigenschaft und Verwandtschaft
reduziert sich durch lateralen Gentransfer. Eigenschaften komplexerer Systeme, die auf dem
Zusammenspiel vieler Proteine basieren, neigen dazu lateralen Gentransfer zu vermeiden.
Anderungen von Umwelteinfliissen die sehr konservierte Eigenschaften betreffen, sollten
die Zusammensetzung auf den oberen groberen taxonomischen Ebenen beeinflussen. Die
Ebene auf der Abundanzunterschiede festgestellt werden, kann Informationen tiber die Kon-
serviertheit der betroffenen Eigenschaften liefern.

Das Mikrobiom von Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen unter-
scheidet sich von gesunden Patienten in den hohen taxonomischen Ebenen Klasse und Stamm.
Die Pathogenitit eines Bakteriums unterliegt hingegen haufig lateralem Gentransfer und
scheint wenig konserviert zu sein. Gegen welche Phagen ein Bakterium resistent ist, hangt
weitgehend von SNPs ab. Das steht einer Konservierung auch diese Eigenschaft entgegen.

Eigenschaftsunterschiede, die erst auf Ebenen konserviert sind, die unterhalb der Ebe-
ne liegen, auf der untersucht wird, konnen in Studien ibersehen werden. Im menschlichen
Darm scheinen mikrobielle Eigenschaften in Bezug auf Nahrungsquellen ungefahr auf Gat-
tungsebene konserviert zu sein.

[Martiny et al.(2015)]

Bemerkung 52:

Wenn Anhand der taxonomischen Ebene Riickschliisse auf die Konserviertheit einer Eigenschaft
gezogen werden sollen, muss darauf geachtet werden, dass diese Einschdtzung nicht blof3 Anhand
weniger Arten getroffen wird. Der PC-Test reagiert beispielsweise sehr sensitiv auf starke Effekte
in einzelnen Dimensionen.

B.3.5. Phagen und Bakterien

Die weltweite Anzahl an Phangen wurde auf 10*! geschitzt und die durchschnittliche Anzahl
der von ihnen verursachten Infektionen in Bakterien auf 10?3, Eine Bodenprobe von 10 Gram
enthilt ungefihr 10'° Bakterien und 107 verschieden Bakterien-Arten.

[Medini et al, (2005)]

Phagen und Resistenzmechanismen regulieren bakterielle Populationen in den meisten Oko-
systemen. Wahrscheinlich konnen Phagen ihrerseits Kontermechanismen gegen bakterielle
Phagenresistenz entwickeln, ohne dass ihre Fitness beziiglich Bakterien ohne entsprechende
Resistenzmechanismen deutlich absinkt. In den meisten Okosystemen unterliegen Phagen
und Bakterien einer zyklusférmigen Co-Evolution.

[Labrie et al|(2010)]
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Phagen-moderierte Human-Pathogenitit von Bakterien: Einige Bakterien verandern
oder erlangen, wenn sie von entsprechenden Phagen infiziert werden, die Fahigkeit mensch-
liche Zellen zu schéddigen. Ihre medizinische Bedeutung hangt von ihrem eigenen Infektions-
status ab.

[Wagner & Waldor|(2002)]

B.3.6. Heterogenitit unter Artenebene

In mikrobiellen Gemeinschaften sind feinskalierte genetische Unterschiede innerhalb Po-
pulationen derselben Art tiblich, die sich manchmal auf Funktionen auswirken. Die Inner-
Populations-Variation unterscheidet sich deutlich zwischen Populationen im selben Lebens-
raum. Bei einigen Populationen sind nur 0.08% SNPs zu beobachten, wéahrend es in anderen
bis zu 2.2% SNPs sind. Marker-Gen Analysen reichen fiir solche Betrachtungen nicht aus, da
Variationen auch auflerhalb des Gens liegen.

[Wilmes et al. (2008)]

B.3.7. Pan-Genom

Viele Bakterien derselben Art tragen nicht nur Gene, die sich an einigen Stellen unterschei-
den, sondern auch welche, die ihre Artgenossen gar nicht haben. Zur Beschreibung einer Art
wird deshalb gelegentlich das Pan-Genom verwendet. Dies ist die Gesamtheit der Gene einer
Art und setzt sich aus einem Kerngenom, das alle Bakterien dieser Art aufweisen, und weite-
ren Genen (“Dispensable Genome”) zusammen. Die Gene des “Dispensable Genome” kénnen
auf bestimmte Nischen ausgerichtet sein. Solche Gene sind gewohnlich in grof3e genomische
Inseln zusammengefasst, vor und hinter denen sich kurze, wiederholte DNA Sequenzen be-
finden. Diese Gene scheinen haufiger durch Phagen oder Transposonen entstanden zu sein
als das Kerngenom und kénnen frei zwischen verschiedenen Stammen ausgetauscht werden.
Sie weisen auflerdem einen ungewohnlich hohen G-C Anteil auf. Gene mit pathogener Be-
deutung liegen haufig ebenfalls im Dispensable Genome.

Die fehlende Ubereinstimmung zwischen Serogruppe und genetischer Diversitit liegt
wahrscheinlich teilweise daran, dass Gene fiir Bakterienoberflichen zum Dispensable Ge-
nome gehoren. Sequenztypen werden hingegen im Kerngenom bestimmt.

Das Pan-Genom kann um Gréfienordnungen gréfier sein als das Genom eines einzel-
nen Bakteriums. Von dem Bakterium Vibrio splendidus sind iiber 1000 verschiedene Genome
bekannt. Die Gene des Pan-Genoms werden stiandig innerhalb einer Art und zwischen ver-
schiedenen Arten ausgetauscht.

[Medini et al) (2005)]

148



B.3.8. Kultivierte Mikroben und Microbial Dark Matter

Weniger als 1% aller Mikroorganismen lésst sich kultivieren [Chen et al|(2020)]. Die Ge-
samtheit der noch nicht kultivierten Mikrobenarten wird “microbial dark matter” genannt.
Das National Center for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih. gov)enthalt
eine fast vollstandige Datenbank bisher komplett sequenzierter 16S rRNA Gene. Da diese Se-
quenzdaten hauptsachlich von amplifizierten Sequenzen stammen, sind viele Verfalschungen
zu erwarten. Aulerdem sind 16S Sequenzen ungeeignet zur vollstindig korrekten taxonomi-
schen Zuordnung. Werden diese Umsténde ignoriert, erkennt man mit dieser Datenbank:

« Die meisten Mikrobenarten, die im Menschen vorkommen, wurden bereits in Laboren
kultiviert.

« Der Mensch ist das einzige Okosystem fiir das dies zutrifft.

+ Ungefihr ein Viertel prokaryotischer OTUs ist auf Familienebene mit keinem kulti-
vierten Organismus verwandt.

+ 1657 vollstandig sequenzierte Bakterien-Genome weisen im Durchschnitt 3.8 Kopien
des 16S rRNA Gens auf.

 Bei 79 Archaeen sind es durchschnittlich 1.8 Kopien.
« Zu unkultivierten Prokaryoten lagen keine vollstindig sequenzierten Genome vor.
[Lloyd et al.(2018)]

Die Kultivierbarkeit humaner-Mikroben wird gelegentlich tiberschétzt, so galten gesunde
Lungen lange Zeit als steril, was durch kultur-unabhingige Verfahren inzwischen widerlegt
wurde [Tiew et al|(2020)]. Obwohl auch Darmbakterien mit heutigen Mitteln zum grof3en
Teil kultiviert werden konnen, zeigen sich in Mikrobiomanalysen auch einige versuchsrele-
vante Bakterien, fiir die es noch nicht moglich ist [Lozupone et al. (2012)]. Im Jahr 2002 waren
iiber die Halfte menschlicher Darmbakterien noch nicht kultivierbar [Shanahan (2002)].

B.3.9. Der Darm als Okosystem

In einem gewohnlichen menschlichen Darm leben tiber 1000 verschiedene mikrobielle Ar-
ten. Neben Bakterien kommen auch Archaeen, Eukaryoten (hauptsachlich Hefe) und Viren
(hauptsédchlich Phagen) vor. Untersuchungen von Bakterienkulturen schienen zu zeigen, dass
die meisten Arten in allen gesunden Erwachsenen vorkommen - dies wurde jedoch durch se-
quenzbasierte Verfahren widerlegt. Die Mikrobengemeinschaft variiert zwischen Zeitpunk-
ten und noch mehr zwischen Menschen. Zeitliche Schwankungen liegen insbesondere bei
Erkrankungen und bei kleinen Kindern vor. Insbesondere wihrend der ersten 3 Lebensjahre
findet eine 6kologische Sukzession im Darm statt.
[Lozupone et al{(2012)]

Die Mikroben leben in mutalistischer Beziehung zu ihrem Wirt. Sie erhalten konstante
Temperatur und pH-Wert und Ressourcen fiir ihr Wachstum unter anaeroben Bedingungen.
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Die Wirte erhalten die Méglichkeit mehr Nahrung zu verwerten zu kénnen und gesundheit-
liche Vorteile.
[Begon et al|(2016)]

Gesundheit: Die Gemeinschaft schiitzt vor Pathogenen im Darm, iibernimmt Verdauungs-
aufgaben und beeinflusst bei Kindern die Entwicklung des Immunsystems. Storungen des
Gleichgewichts der Gemeinschaft werden mit Fettleibigkeit, Untererndhrung, Darmerkran-
kungen, neurologischen Stérungen und Krebs in Verbindung gebracht. Mikrobiome von Men-
schen mit identischer Krankheit unterscheiden sich haufig starker voneinander als die von
Gesunden — wobei diese Erkenntnis hauptséachlich auf Studien aufbaut, die ehemaligen Kon-
sum von Antibiotika nicht beriicksichtigt haben. Einige Charakteristiken gestorter mikrobi-
eller Gemeinschaften in Erwachsenen dhneln denen ungestorter in Kindern.

Der Zusammenhang zwischen Gesundheitszustand und der Mikrobengemeinschaft er-
fordert einen okologischen Blickwinkel und lésst sich nicht durch betrachten der Pathoge-
ne verstehen. Mikrobielle Darmgemeinschaften sind normalerweise resistent gegen Besied-
lungsversuche fremder Mikroben und andere Einwirkungen. Medikamente und Diéten (ein-
schliefllich Pra- und Probiotika) konnen aber auch dauerhafte Veranderungen bewirken. Eine
10-Tage Diit verursacht Anderungen am Mikrobiom, die kleiner sind als zwischenmenschli-
che Unterschiede. Langzeitdidten oder Antibiotika konnen zu neuen stabilen Gemeinschaf-
ten fiihren. Verschiedene Antibiotika wirken unterschiedlich auf die mikrobiellen Gemein-
schaften verschiedener Menschen. Bei Fettleibigkeit ist sowohl die Artenvielfalt als auch die
Anzahl funktioneller Gene reduziert. Keimfrei aufgezogene Mause werden eher adipds, wenn
ihnen die Mikrobiomgemeinschaft fettleibiger als schlanker Méuse eingesetzt wird.
[Lozupone et al{(2012)]

Funktionale Redundanz besteht, weil Mikrobiome auf Gen-Ebene dhnlicher sind als auf
phylogenetischer. Dieselben Aufgaben werden von unterschiedlichen Arten iibernommen.
Haufig erfiillen unterschiedliche Mikroben dhnliche Funktionen ohne eine nahe Verwandt-
schaftsbeziehung zu haben. Mitunter kann im Darm dieselbe Funktion von einem Bakterium
und einer Archaee ausgefithrt werden. Antibiotika-Einnahme kann abundante aber darauf
sensitive Mikroben reduzieren, wihrend deren Funktionen von anderen Mikroben weiterge-
fihrt werden, die sich nun eventuell stirker vermehren konnen. Konkurrierende Mikroben
produzieren manchmal gegeneinander antimikrobielle Substanzen. In Mausstudien zeigte
sich ein positiver Zusammenhang zwischen der Haufigkeit eng-verwandter Arten und der
Anfilligkeit fiir Invasionen fremder Bakterien.

[Lozupone et al{(2012)]
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B.3.10. Die Pflanze als Okosystem
B.3.10.1. Rhizosphire

Der Bodenbereich, der Wurzeln von Pflanzen umgibt und von diesen beeinflusst wird, wird
“Rhizosphire” genannt. Die Zusammensetzung von Mikrobengemeinschaften in der Rhizo-
sphére wird hauptséachlich durch Pflanzenarten und Bodeneigenschaft bestimmt. Es wird an-
genommen, dass eine diversere Pflanzengemeinschaft auch zu einer diverseren Mikrobenge-
meinschaft fithrt. Der Bodentyp hat starken Einfluss auf die mikrobielle Zusammensetzung
aber die Pflanze kann noch wichtiger sein. Der Standort bestimmt hingegen die Organismen,
die der Pflanze generell zur Verfiigung stehen.

[Philippot et al{(2013)]

Ernihrung und Pathogenabwehr: Mikroben der Wurzelregion sind essentiell fiir den
Stickstoffkreislauf zur Erndhrung der Pflanze. Stickstoff ist in natiirlichen Béden meist der
limitierende Faktor fiir das Pflanzenwachstum. Mikroben aus der Rhizosphire werden von
abgesonderten Stoffen der Wurzel angezogen und ernéhrt. Die Zusammensetzung der Stoffe
hangt unter anderem von der Art der Pflanze und ihrem Alter ab. Zu den Absonderungen
gehoren auch antimikrobielle Wirkstofte, die Pathogene abhalten.

Das Mikrobiome in der Rhizosphire ist wichtig fiir Wachstum, Erndhrung und Gesundheit
der Pflanze. Schiitzende Effekte durch Mikroben der Rhizosphére sind am bekanntesten von
Boden in denen Pflanzen immun oder gestiarkt gegen bestimmte Krankheiten sind. In den
meisten dieser Boden, stammt diese Wirkung von Teilen der Mikrobengemeinschaft des Bo-
dens und der Rhizosphare. Sowohl Pilze als auch Bakterien konnen systemische Reaktionen
der Pflanze auslosen, die iiblicherweise gegen mehrere Pathogene und Insekten schiitzen.
Diese natiirlichen Krankheits-Kontrollen sind eventuell in Ziichtungen verlorengegangen -
aufgrund von Diingung, Bodenbearbeitung und Selektion nach Ertrag. Es wird angenommen,
dass moderne Ziichtung gegen Pflanzeneigenschaften selektiert haben konnte, die wichtig
fir Mikroorganismen gewesen sein konnten. Mikroorganismen die sich in oder auf Samen
befinden, beeinflussen moglicherweise ebenfalls die Zusammensetzung des Mikrobioms der
Rhizosphire der spateren Pflanze. Mikroben innerhalb von Samen kénnen wahrscheinlich
auch auf weitere Generationen vererbt werden.

[Philippot et al|(2013)]

Bemerkung 53:

Die Pilzdaten, die in dieser Arbeit verwendet werden, stammen aus einem Versuch, in dem ein
Bakterium auf die Pflanzensamen aufgebracht wurde, das die Pflanze vor einem Pathogenen
Pilz schiitzen soll, ohne die restliche Pilzgemeinschaft zu negativ zu beeinflussen [Antweiler
et al. (2017)].

Raumlich- und zeitliche Einfliisse: Die Diversitdt in der Rhizosphire ist oft geringer
als in angrenzenden Bodenbereichen. Die Rhizosphdrengemeinschaft unterliegt raumlichen
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und zeitlichen Variationen entlang der Wurzeln, die von Alter und Zustand der Pflanze ab-
hangen. Die Mikrobengemeinschaften entlang der Wurzeln unterscheiden sich von denen
an den Wurzelspitzen in ihrem Anteil schnell-wachsender Bakterien. Dies konnte fiir un-
terschiedliche Selektionsbedingungen sprechen, wobei die Wurzelspitze eine instabile aber
nahrungsreiche Umgebung darstellt, wiahrend die anderen Teile stabiler aber mit weniger
Nahrstoffen versehen sind.

[Philippot et al|(2013)]

B.3.10.2. Wood Wide Web

Wurzeln sind der bevorzugte Lebensraum von Bodenpilzen. Das sogenannte “Wood Wi-
de Web” wird von miteinander verbundenen Bodenpilzen und Wurzeln gebildet. Bakterien
scheinen ebenfalls an der Schnittstelle beteiligt zu sein. Die Organismen férdern sich gegen-
seitig, insbesondere durch Nahrungstransfer entlang des Netzwerks. Die haufigste Symbiose
von Pflanzen ist die mit Pilzen an ihren Wurzeln. Sie findet bei den meisten Pflanzen statt -
sowohl in natiirlich Béden als auch in Agrikultur. Durch das vergrofierte Netzwerk konnen
Wasser und essentielle Elemente besser aufgenommen werden.

[Bonfante & Ancal (2009), Raven et al|(2000)]

B.3.11. Okologische Kenngrofien und Abstinde

Okologische Kenngrofien: Alphadiversitit bezeichnet die Diversitit innerhalb einer Ge-
meinschaft ((also die “GleichmafBigkeit” und “Vielfaltigkeit” einer empirischen Verteilung
von Organismen)). Eine haufig verwendete Grofe ist der Shannon-Index. Phylogenetische
Information kann ebenfalls einflieffen, zum Beispiel geschieht dies bei dem Maf3 “Faith’s phy-
logenetische Diversitat”.

[Knight et al,(2018)]

Definition B.2 (Shannon-Index bzw. Entropie). [Shannon|(1948)]
Seien py,...,p, € [0,1] mit > | p; = 1, dann wird

H:=-) p;logp
=1

die “Entropie” der Verteilung {pi,...,p,} genannt. Die Basis des Logarithmus ist nicht
genau festgelegt und entspricht einer Messeinheit. In der Okologie wird normalerweise
der natiirliche Logarithmus verwendet und vom “Shannon-Index” gesprochen [Begon et al.
(2016)].

Faith’s phylogenetische Diversitat bildet die Grundlage fiir den UniFrac Abstand.
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Definition B.3 (Faith’s phylogenetische Diversitit). [Faith (1992)]

Zu einem gegeben phylogenetischen Referenzbaum ist “Faith’s phylogenetische Diversitat”
definiert als die Summe der Astlangen des Unterbaums, der genau die in der Probe vorkom-
menden OTUs als Blatter enthalt.

Bemerkung 54:

Eine OTU kommt genau dann in einer Probe vor, wenn ihre Hdufigkeit dort positiv ist. Dieser
Unterbaum enthdlt die minimale Anzahl nétiger Kanten und innerer Knoten. Die alte Wurzel
ist eventuell nicht notwendig. Es konnen innere Knoten auftreten, die nur ein Kind haben. So ein
Knoten konnte auch entfernt werden, wenn die anliegenden Kanten zu einer Kante verschmolzen
werden, die so lang ist wie die beiden Kanten zusammen. Wenn aus Mangel an phylogenetischer
Information allen Kanten dieselbe Linge zugewiesen wird, wdre darauf zu achten, dass nach
dem Verschmelzen nicht mehr alle Kanten dieselbe Linge haben.

Bemerkung 55:

Cadotte et al|(2010) sind der Auffassung, dass Faith’s phylogenetische Diversitit Aste zu einem
speziellen Knoten mitzdhlt, der nicht Teil der Probe ist. Es konnte sich um eine weit verbreite-
te Interpretation dieses Diversitdtsindex handeln. Im Zweifelsfall sollte daher darauf geachtet
werden, was die jeweils verwendete Software berechnet und als Eingabe erwartet.

Okologische Abstinde werden in Abschnitt auf Seite 23| besprochen.
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C. Next Generation Sequencing

C.1. Next Generation Sequencing Verfahren

In Mikrobiomanalysen kommen als Messmethode Next Generation Sequencing Verfahren
wie zum Beispiel die Pyrosequenzierung [Margulies et al|(2005)], Illumina MiSeq [Bennett
(2004)], PacBio [McCarthy]| (2010)] oder Oxford Nanopore [Eisenstein (2012)] zum Einsatz.
Mit diesen lassen sich, unter anderem, die Mikrobenverteilung der Wurzelregion einer Pflan-
ze untersuchen und mit der von weiteren Pfanzen vergleichen [Schreiter et al|(2014)].

Der Sequenzierungsvorgang wird, je nach Hohe der Bezahlung, einige tausend mal paral-
lel durchgefiihrt. Verschiedene Messmethoden priorisieren, Sequenzanzahl/Kosten (Illumina
MiSeq), Fehlerrate (Illumina MiSeq) und Sequenzlange (PacBio) unterschiedlich [Metzker
(2010)]. Bei aktuell sinkenden Kosten und methodischen Verbesserungen werden die Anzahl
der Messungen und die Lange der sequenzierten Sequenzen allgemein grofier. Die Sequenz-
daten ermitteln sich direkt aus der Konstruktion des neuen DNA-Strangs. Der bioinformati-
sche Arbeitsablauf lasst sich durch modular-aufgebaute Open-Source Programme (Pipelines
oder Frameworks) benutzerfreundlich anpassen und durchfithren. Hierbei wird momentan
insbesondere giime [Caporaso et al)(2010)] benutzt, das Anfang 2018 in seiner zweiten Ver-
sion erschienen ist.

C.1.1. Sequenziermethoden

Das experimentelle Bestimmen der Sequenz einer DNA-Kette wird “Sequenzierung” genannt.
1997 waren mehr als 95% der in Datenbanken hinterlegten DNA-Sequenzen noch durch die
Kettenabbruch-Methode von Frederick Sanger erzeugt worden [Knippers (1997)]. Sequen-
zieren von DNA war lange Zeit teuer und aufwendig. Das erste weitgehend vollstandige
menschliche Genom wurde mit einer automatisieren Sanger-Methode sequenziert. Diese
Methode gehort noch nicht zum Next Generation Sequencing (NGS). NGS-Verfahren sind
schneller und giinstiger und eignen sich daher dazu grofie Datenmengen zu gewinnen. Hier-
durch werden Sequenzierungsverfahren fiir Fachbereiche interessant, die nicht primér an der
Basenfolgen eines speziellen DNA-Fragmentes interessiert sind. Bevor eine DNA sequen-
ziert werden kann, muss die entsprechende Probe im Labor vorbereitet werden. Die DNA
wird extrahiert und in kleinere Fragmente aufgespalten. Bei Verfahren der ersten und zwei-
ten Generation miissen diese Fragmente vervielfaltigt (“amplifiziert”) werden. Dies geschieht
in der Regel iiber PCR. Bei NGS-Verfahren werden die Fragmente mit sogenannten Barcodes
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erganzt — Sequenzen, die eine Zuordnung der DNA zur Probe erlauben. Auf diese Weise kon-
nen viele Proben gleichzeitig im Sequenzierungsautomat verarbeitet werden, ohne dass die
Zuordnung verloren geht. Meist wird auch eine Primersequenz hinzugefiigt, damit kommer-
zielle erhaltliche Primer als Startstiick fiir eine DNA-Synthese verwendet werden konnen.
Meist wird ein Adapter an das DNA-Fragment angebracht, mit dem es an Befestigungsstel-
len auf einer festen Oberfliche gebunden werden kann, die viele solcher Bindungsstellen in
geeigneten Abstanden enthalt. Bei Verfahren der ersten beiden Generationen, sind mehrere
Kopien deselben DNA-Fragments notwendig, fiir die ein gemeinsames (Konsensus-)Signal
gemessen wird. Da diese Verfahren darauf beruhen, dass Nukleotide an einen wachsenden
DNA-Strang, beginnend an einem Primer, angebaut werden, ist es wichtig, dass diese Anla-
gerung gut funktioniert. Wenn die Anlagerung nicht bei allen Kopien des Fragments gleich
funktioniert, entsteht eine Phasenverschiebung und ein verrauschtes Signal fiir den weiteren
Prozess. Das ist ein Grund, der die Lange einer bestimmbaren Sequenz limitiert. Ein weiter
liegt darin, dass die Abspaltung von Farbstoffen, die zum Markieren an Nukleotide gebunden
werden konnen, nicht immer funktioniert. (Die alten Farbsignale mischen sich dann mit de-
nen der folgenden Nukleotiden.)) DNA-Fragmente lassen sich auch mit zwei Primersequen-
zen versehen — einem an jedem Ende. Eine Sequenz passt zu einem (Forward-)Primer, der sich
an den entsprechenden DNA-Einzelstrang anlagern und dann (von einer DNA-Polymerase)
zu dem passenden zweiten Strang des DNA-Fragments verlangert werden kann. Die zweite
Sequenz (am Ende des Einzelstrangs) ist identisch zu einem (Reverse-)Primer. Dieser Primer
wiirde zu dem zweiten Strang (des Doppelstrangs) passen und konnte per DNA-Synthese zu
einer Kopie des ersten Strangs verldngert werden. Auf diese Weise lassen sich die Sequenzen,
je nach Methode, von beiden Seiten sequenzieren. Hierdruch kénnen groiere Sequenzlangen
mit zuverladssiger Information erreicht werden. Bei Verfahren der dritten Generation, wird fiir
jedes einzelne Molekiile ein einzelnes Signal gemessen. Auf diese Weise kann keine Phasen-
verschiebung entstehen. Die Fehlerate ist hoher, steigt aber nicht so stark mit zunehmender
Lange des Fragments. Bei optischen Verfahren kann ein Farbstoff an einem Nukleotid feh-
len oder funktionsunfihig sein oder die Sicht zwischen Kamera und Farbstoff kann blockiert
sein. Da keine Kopien des Fragments erzeugt werden miissen, entsteht kein Amplifikations-
bias.

[Metzker (2010), Shendure & Ji| (2008)]

Im folgenden wird eine Auswahl bedeutsamer Sequenziermethoden erklért. In der Uber-
schrift wird angezeigt zu welcher Generation die jeweils beschriebene Methode zahlt.

C.1.1.1. Sangers Kettenabbruch-Methode (First Generation Sequencing)

Aufbau: Sangers Methode basiert auf dem Prinzip der Sequenzierung durch DNA-Synthese.
((Das gilt auch fiir alle folgenden Methoden. Oxford NanoPore ist ein Beispiel fiir ein Ver-
fahren ohne DNA-Synthese.)) Einem (im Sinne von vielen identischen) zu sequenzierenden
Einzelstrang-DNA-Fragment werden die zur Erzeugung des zweiten Strangs benétigten En-
zyme, Primer und die vier Deoxynukleotide dATP, dGTP, dCTP und dTTP hinzugefiigt. Dies
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wird in vier verschiedenen Losungen durchgefiihrt. Jede dieser Losung enthalt zuséatzlich ge-
nau eine Art von Dideoxynucleotid: ddATP, ddGTP, ddCTP oder ddTTP. Dieses kann genau
dann in die entstehende DNA eingebaut werden, wenn das entsprechende Deoxynukleotid
auch eingebaut werden kann. Aber, wenn es eingebaut wird, bricht die Synthese ab — daher
der Name der Methode.

[Knippers|(1997)]

Sequenzierung: Die vier Losungen werden in einem Elektrophorese-Gel nebeneinander
entlang eines elektrischen Feldes laufen gelassen. ((Ein Elektrophorese-Gel ist ein Gel mit
Vertiefungen an einem Ende, in die die zu untersuchenden Losungen geschiittet werden. An
dieser Seite und an der gegentiberliegenden werden Elektroden angebracht, die ein elektri-
sches Feld erzeugen, in dem die Ionen der Losung beschleunigt werden. Die Ionen laufen
dabei, entsprechend ihrer physikalischen Eigenschaften, unterschiedlich schnell durch das
Gel.)) Fiir jede der Losungen werden so die entstandenen DNA-Ketten ihrer Grofle nach ge-
trennt. Je kleiner die Kette ist, desto leichter fillt es ihr, durch das Gel zu laufen und desto
weiter entfernt ist sie vom Startpunkt, wenn das elektrische Feld abgestellt wird. (Die DNA-
Ketten werden anschlieffend sichtbar gemacht.)) Die Losung mit der kleinsten Kette gibt an,
was die erste Base des DNA-Fragmentes ist. Wenn es beispielsweise die Losung mit ddGTP
war, dann ist die erste Base ein Guanin. Iterativ gibt die Losung mit der nachst-kleinsten
Kette die nachste Base der Sequenz an. (Dies darf auch wieder dieselbe Losung sein.) Damit
ist das Funktionsprinzip des Verfahrens von Sanger erklart.

[Knippers|(1997)]

C.1.1.2. Roche/454 Pyrosequencing (Second Generation Sequencing)

Amplifikation: DNA-Fragmente werden als Einzelstringe an extrem kleinen Kugeln (so-
genannte Beads) angebracht, die viele raumlich separierte Bindungsstellen aufweisen. Das
geschieht unter Bedingungen, die begiinstigen, dass nur ein einziges DNA-Fragment an ei-
nem Bead anlagert. Die Beads liegen in wassrigen Tropfen, die von einer 6ligen Lésung um-
geben sind. Dies schafft quasi isolierte Reaktionseinheiten, die in derselben Losung behandelt
werden konnen. In den Tropfen laufen PCR-Reaktionen ab, die dazu fithren, dass alle Bin-
dungsstellen mit Duplikaten des jeweiligen DNA-Fragments besetzt werden.

[Metzker (2010)]

Durch die Vervielfaltigung der DNA-Fragmente, werden die Signale im Sequenzierungs-
schritt stark genug, um gemessen werden zu kénnen.

Sequenzierung - Aufbau: Die Beads werden auf einem Trager (PicoTiterPlate) aufge-
bracht. Dieser besitzt kleine Vertiefungen (Wells) in die jeweils ein Bead eingelassen wird.
In diesen Vertiefung laufen die Sequenzierungsreaktionen ab. Unter den Vertiefungen be-
finden sich Kameras, die Lichtblitzintensititen aufzeichnen. Uber den Wells befindet sich
ein Bereich (Durchflusszelle), iiber den Chemikalien zugesetzt werden. Kleine Beads werden
hinzugefiigt, an die Enzyme gekoppelt sind, die indirekt Pyrophosphat unter Lichtabgabe
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umsetzen. Die Beads bleiben in den Wells, wiahrend kleinere Molekiile in sie hinein und wie-
der hinaus gespiilt werden konnen. ((Enzyme werden bei Reaktionen nicht verbraucht und
missten ersetzt werden, wenn sie mit hinausgespiilt wiirden.)) DNA-Polymerase bindet an
Primer an den immobilisierten DNA-Fragmenten und beginnt DNA zu synthetisieren, so-
bald ihr das zur aktuellen Position passende dNTP zur Verfiigung steht. Beim Anbau eines
Nukleotides wird Pyrophosphat (P F;) von dem Nukleotid abgespalten und freigesetzt. Die
Lichtintensitat, wird von den Kameras registriert.

[Metzker| (2010)]

Sequenzierung: Durch die Durchflusszelle werden in festgelegter Reihenfolge dNTPs ge-
spult. Wenn das gerade hinzugefiigte ANTP an die aktuelle Position eines entstehenden DNA
Strang eingebaut werden kann, wird Licht entwickelt. Fiir Sequenzabschnitte von bis zu 6
aufeinander folgenden identischen Basen ist die entstehende Lichtintensitat ungefahr pro-
portional zur Anzahl der eingebauten Nukleotide. Da zu jedem Zeitpunkt jeweils nur eine Art
Base zugegeben wird, lasst sich aus der Lichtintensitét ableiten, ob diese an der aktuellen Po-
sition eines DNA-Fragments eingebaut wird und wie lang der gegebenenfalls eingebaute Se-
quenzabschnitt ist. Aus Wechsel der Basenart folgt iterativ die Sequenz des DNA-Fragments.

[Metzker| (2010)]

Sequenzierungsfehler: Insertionen sind die hdufigste und Deletionen die zweithaufigste
Fehlerart in den so produzierten Sequenzdaten.
[Metzker|(2010)]

C.1.1.3. Illumina/Solexa (Second Generation Sequencing)

[llumina ist momentan wegen hoher Sequenzierleistung von bis zu 1.5e12 Basen insgesamt
iiber alle Sequenzen pro Durchlauf und einer geringen Fehlerrate von 0.1-1% die fiir Shot-
gun Metagenome meistgenutzte Plattform. ((Shotgun Sequenzierungen vervielfaltigen DNA,
zerlegen die Kopien in zuféllige Fragmente, sequenzieren diese und setzen die Sequenzinfor-
mation dieser Fragmente wieder zusammen.)) Fiir Marker-Gen-Studien ist Illumina MiSeq
mit 1.5e10 Basen und ca. 300 Basen-langen Sequenzen das aktuelle Standardverfahren.
[Quince et al|(2017)]

Bridge Amplification: Viele Forward- und Reverse-Primer sind an einen Chip-férmigen
Trager gebunden, der sich in einer Durchflusszelle befindet. Die DNA-Fragmente lagern sich
an jeweils einen Primer an. Freie DNA-Stiicke werden weggespiilt. Die meisten Primer blei-
ben zunichst frei. DNA-Polymerase verlangert den angelagerten Primer, so dass ein DNA-
Doppelstrang vorliegt. Die Strange werden getrennt. Jeder Strang hat die Moglichkeit, sich zu
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biegen und mit der Primersequenz an seinem Ende an einen der Primer, die an den Chip ge-
bunden sind, zu hybridisieren. (Das DNA-Fragment verbindet die beiden Chip-gebundenen
Primer wie eine Briicke.) An diesem startet eine weitere DNA-Synthese. Der Prozess wird
wiederholt und fihrt zu rdumlichen Clustern identischer DNA-Einzelstrange.

[Metzker (2010), Sinha et al. (2017)]

Sequenzierung: Es werden Primer fiir eine Richtung hinzugefiigt. Es werden alle vier
Arten von dNTPs hinzugefiigt. Jede Art von dNTP ist an einen fluoreszierenden Farbstoff
gebunden und besitzt zusatzlich eine Blockierung, die die Verlangerung der Kette nach sei-
nem Einbau verhindert. Nachdem die nicht eingebauten dNTPs weggespilt wurden, wird
der Farbstoff mit einem Lichtimpuls (Laser) angeregt und anschlieend das emmitierte Licht
gemessen. Der Farbton gibt die eingebaute Base an. Der Farbstoff wird abgespalten und weg-
gespilt. Die Blockierung wird entfernt. Der Prozess wird wiederholt, bis die Sequenz bekannt
ist. Der eigentliche Sequenzierungsprozess kann mit dem zweiten Primer wiederholt werden,
wodurch hohe Signalqualitat fiir mehr Basenpaare erreicht wird.

[Metzker| (2010)]

Sequenzierungsfehler: Substitutionen sind der haufigste Fehlertyp, wobei nach einem G
die Fehlerrate am hochsten ist. Die Unterreprasentation von AT und GC reichen Regionen
ist auftéllig bei Illumina, was wahrscheinlich auf einen Amplifikations-Bias zuriickzufiithren
ist.

[Metzker (2010)]

Das ExAmp-Verfahren fiithrte zusatzliche Fehler ein.

ExAmp: Illumina ersetzte 2015 die Bridge Amplification in den neueren HiSeq Geraten
durch ein ExAmp genanntes Verfahren. Die Einzelheiten zu ExAmp sind nicht bekannt. Ex-
Amp enthilt keine Binde-und-Wasch-Schritte vor der Cluster-Erzeugung. Durch das Ein-
bringen von kleinen Vertiefungen, sogenannten Nanowells, in der Durchflusszelle, konnte
die Clusterdichte erhoht und die Kosten gesenkt werden. Die Sequenzierungsfehler wurden
reduziert und die Sequenzlangen erhoht. Allerdings wurden die Fehler gravierender. Bei allen
NGS-Verfahren werden in vielen Experimenten mehrere Proben gleichzeitig sequenziert um
Kosten zu sparen. Um sie spéter auseinanderhalten zu kénnen, werden sie zuvor mit einer
Barcodesequenz versehen. ExAmp fiithrt Kreuz-Kontamination: 5% bis 10% der Sequenzen
enthalten die falschen Barcodes und werden daher anschlieBend den falschen Proben zuge-
ordnet.

[Sinha et al.|(2017)]

C.1.1.4. Pacific Biosciences — PacBio (Third Generation Sequencing)

Pacific Biosciences kann vollstandige oder fast vollstandige isolierte mikrobielle Genome
mit geringer Fehlerrate sequenzieren, wenn das Genom mindestens 30 mal sequenziert wird.
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Das Verfahren produziert inzwischen 1e10 Basen insgesamt pro Durchlauf und wird damit
zunehmend auch fiir Metagenomstudien interessant.
[Quince et al|(2017)]

Sequenzierung: Polymerase Molekiile sind auf einem Trager fixiert. Das DNA-Fragment
mit Primer lagert sich daran an. Hierdurch ist die Position des enzymatisch-aktiven Teils der
Polymerase und somit die Position, an der das Signal zu erwarten ist, bekannt. Die Form des
Tragers an dieser Stelle und die Art des zur Anregung verwendeten Lichtreizes tragen maf3-
geblich dazu bei, dass das Signal eines einzelnen Molekiils gemessen werden kann. Im Gegen-
satz zu den vorherigen Verfahren ist keine Amplifikation nétig. Die Synthese eines einzelnen
DNA-Strangs kann in Echtzeit beobachtet werden. Als Signal dienen mit speziellen Farbstoft-
gruppen markierte Nukleotide. Die Abspaltung dieser Gruppe erzeugt einen entsprechenden
Lichtimpuls. Mit diesem Verfahren konnen langere Sequenzen bestimmt werden.

[Metzker (2010)]

Sequenzierungsfehler: Die Korrektheit der Auslesung lag urspriinglich bei 83%. Fehler
entstehen unter anderem, wenn die DNA-Synthese zu schnell ablauft oder wenn ein Nukleo-
tid das aktive Zentrum der Polymerase eindringt aber nicht in die DNA eingebaut wird. Die
meisten Fehler scheinen gleichverteilte Zufallsereignisse zu sein. Daher kann eine Korrekt-
heit von iiber 99% erreicht werden, wenn ein DNA-Fragment mehrfach sequenziert wird.
((Da die Sequenz aber nur tiber die Polymerase an den Trager gebunden ist, ist das mogli-
cherweise fiir Mikrobiomanalysen nicht trivial.))

[Metzker| (2010)]

C.2. Next Generation Sequencing Experimente

C.2.1. Marker-Gen-Analysen

Marker-Gen-Analysen eignen sich dafiir einen Uberblick mit geringer phylogenetischer Auf-
16sung zu erhalten. Sofern geniigend Geld zur Verfiigung steht empfiehlt es sich anschlieffend
Metagenom- oder Metatranskriptomanalysen durchzufithren. Marker-Gen-Analysen basie-
ren auf Primern fiir spezielle Regionen von interessierenden Genen, die dann genutzt wer-
den um die Phylogenie einer Probe zu bestimmen und auszuzadhlen. Die Vermehrung zur
anschliefenden Sequenzierung, sowie die Sequenzierung selbst, von Marker-Genen wie 16S
rRNA fiir Protisten und ITS fiir Pilze sind gut etabliert, schnell und preiswert. Fiir andere Eu-
karyoten wird meist 18S verwendet. Da DNA von Organismen sich in der Zielsequenz fiir die
Primer unterscheiden, lagern sich die verwendeten Primer unterschiedlich gut an und ver-
ursachen folglich Verzerrungen der Haufigkeiten wahrend der PCR. Die Auswahl mehrerer
geeigneter Primer kann dem entgegenwirken, erfordert jedoch a priori Wissen tiber die mi-
krobiellen Gemeinschaften. Haufig sind selbst gut optimierte Primer-Sets nur bis auf Genus-
Ebene wirklich wirksam. Marker-Gen-Analysen stellen die geringsten Anforderungen an
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Proben und Studien Design. Sie funktionieren noch halbwegs gut mit Stichproben, die durch
Wirt-DNA verunreinigt sind, und Proben, die wenig Zellen enthalten. Allerdings sind Proben
mit wenig Zellen besonders anfillig fiir Verzerrungen durch PCR-bedingte iiberrepréasentati-
on von konterminierenden Mikroben. Phylogenetische Baume sind gewdhnlicherweise sehr
ungenau, wenn sie direkt aus Marker-Gen-Sequenzen erstellt werden, so dass stattdessen
eine Einbettung in einen Referenzbaum empfohlen wird. Auflerdem besitzen einige bakteri-
elle Familien, die sich genomisch, phanotypisch und funktionell deutlich unterscheiden, sehr
ahnliche 16S Regionen.

[Knight et al|(2018)]

Ideale Marker: Bei ausreichend langer Zeit, zwischen zwei Sequenzen, bis zum MRCA
((Most Recent Common Ancestor - d.h. die jiingste Sequenz, aus der sich beide mit der Zeit
entwickelt haben)), konnen mehrere Punktmutationen an derselben Sequenzposition auf-
treten. Phylogenetische Information geht dabei verloren und kann zu falschen Schliissen
verleiten. Ein guter phylogenetischer Marker sollte deshalb sehr konservierte Regionen als
Targets fiir universelle Primer und zur Bestimmung von phylogenetischen Beziehungen zwi-
schen entfernten Organismen haben, aber auch variablere Regionen fiir phylogenetische Be-
ziehung auf Familien- und Gattungsebene.

[Case et al|(2007)]

C.2.1.1. Internal Transcribed Spacer Barcodes

Der offizielle Barcode-Marker fiir Pilze ist ihr internal transcribed spacer (ITS) Lokus. ITS
ist grundlegend in vielen phylogenetischen und 6kologischen Studien und fiir die Identifi-
zierung von Pathogenen. Der ITS-Lokus besteht aus den zwei nicht-kodierenden Regionen
ITS1 und ITS2, die die, fiir die 5.8S rRNA Untereinheit kodierende, Sequenz umgeben. Die
5.8S Region ist sehr konserviert, selbst tiber taxonomische Konigreiche hinweg. Die beiden
nicht-kodierenden Regionen sind sehr variabel. Die ITS-Region enthalt sehr viele Indels. Bei
weitem die meisten sind nur eine Base lang. Nur wenige in dieser Region sind langer 20
Basen. Die ITS-Regionen der nuklearen ribosomalen DNA sind die haufigst verwendeten
phylogenetischen Marker bei Pilzen. ((Mit nuklear ist gemeint, dass sie im Zellkern liegt, im
Gegensatz zu DNA in den Mitochondrien.)) Die ITS-Region liegt in vielen Kopien vor und
ist daher selbst in schlecht erhaltengeblieben Proben untersuchbar. Das ist ein Grund fiir die
Beliebtheit der ITS. Primer fiir die Region sind gut getestet. Die Lange von 400-800 bp der ITS
eignet sich ungefahr fiir Sequenzierungen und kann gut zwischen verschiedenen Pilzarten
unterscheiden. Bioinformatische Werkzeuge fiir Pilze basieren haufig auf ITS-Sequenzen.
Besonders aufgrund von Indels ist ein multiples Alignment von entfernt verwandten ITS-
Sequenzen problematisch. Fehlalignments begiinstigen anschlieffend phylogenetische Fehl-
zuordnungen. Die Substitutionsraten in Bereichen auf3erhalb der indelreichen Regionen, sind
allerdings so grof}, dass dhnliche Sequenzabschnitte unabhéngig voneinander in mehreren
Abstammungslinien entstehen, was auch ohne Indels zu Problemen bei der Konstruktion
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eines phylogenetischen Baums fiithrt. Die besonders vielen Indels und die fehlende phylo-
genetische Auflosung jenseits der Artenebene, sind die beiden Hauptkritikpunkte an ITS.
Daher wird davon abgeraten aus ITS phylogenetische Information zu berechnen und sie nur
fir Zuordnung zu Arten zu verwenden. Durch geschicktere Nutzung der Indels lasst sich die
Auflosung verbessern, da sie etwas konservativer sind als Substitutionen. Hierdurch wird
die phylogenetische Information des ITS-Lokus auch auf Gattungsebene verwendbar und
auch noch dariiber. Es ist allerdings zu Beriicksichtigen, dass phylogenetische Konstruktio-
nen auch davon abhiangen, wie gut die gemessenen Mikroben fiir Aussagen tiber gemeinsame
Vorfahren geeignet sind. Wenn mehr unterschiedliche Mikroben gemessen werden, erhoht
sich tendenziell die relative Anzahl dhnlicher Mikroben und damit die Information iiber in-
nere Knoten im phylogenetischen Baum, wodurch dieser leichter konstruierbar wird.
[Nagy et al|(2012)]

C.2.1.2. DNA-Barcode fiir Pilze

Zur Identifikation moglichst alle Arten der taxonomischen Konigreiche der eukaryotischen
Domaine, wurden DNA-Barcodes bestehen aus standardisierten 500 bis 800 Basenpaar-langen
Sequenzen vorgeschlagen. Die bendtigten Primer sollen fur die breiteste Gruppe taxono-
mische Gruppe passen. Vom “Consortium for the Barcode of Life” wurde die ITS-Region
als DNA-Barcode fiir Pilze aus 6 Kandidaten-Regionen ausgewdhlt. Unter den ribosomalen
Regionen fiihrte ITS zur besten Identifizierbarkeit tiber die weiteste Menge an Pilzen. Die
nukleare ribosomale kleine Untereinheit zeigte die schlechteste Auflésung auf Artenebene.
Protein-kodierende Gene fithrten zwar haufig zu besser Identifizierbarkeit als ribosomale
Marker, waren aber schwer zu amplifizieren und sequenzieren.

[Schoch et al.(2012)]

Mitochondriale Marker: Die Region der mitochondrialen Cytochrome C Oxidase Unter-
einheit 1 (CO1), die als Barcode fiir Tiere verwendet wird, wurde nicht gewahlt, weil sie in
Pilzen kompliziert zu amplifizieren ist, oft lange Introns enthalt und manchmal nicht ge-
niigend variabel ist. Innerhalb derselben Art existiert ein Intron manchmal und manchmal
nicht, manchmal in mehreren Kopien unterschiedlicher Lange und mit identischer Sequenz
in anderen Arten. Da die meisten Pilze mikroskopisch und oft unkultivierbar sind, ist ein
guter universeller Primer nétig, was bei CO1 anscheinend nicht méglich ist. Wenn in einer
entsprechenden Studie dieselbe Barcode-Region fiir alle Kénigreiche (in der Domane Eukar-
ya) verwendet werden soll, soll allerdings CO1 verwendet und fiir Pflanzen ein zusatzlicher
Marker hinzugezogen werden. Einige Pilzarten haben keine Mitochondrien.

[Schoch et al|(2012)]

Protein-kodierende Marker: Protein-kodierende Gene werden haufig in phylogeneti-
schen Pilz-Studien verwendet. Aus ihnen wird viel mehr Information iiber phylogenetische
Verwandtschaften gezogen als bei rRNA-Genen. Die bendtigten Primer passen jedoch nur
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auf enge taxonomische Gruppen. Allerdings existiert ein Protein-kodierendes Gen, die grof3-
te Untereinheit der RNA polymerase II (RPB1), das als Barcode fiir Pilze hitte verwendet
werden konnen, es gelang jedoch nicht, es fiir alle Arten der Familie Glomeraceae zu ampli-
fizieren.

[Schoch et al. (2012)]

C.2.2. Metagenomics

Bei “Whole Metagenome Analysen” werden alle mikrobiellen Genome in einer Probe se-
quenziert. Dies liefert hohere Auflosung als der Marker-Gen-Ansatz, ist allerdings teurer
und aufwendiger in der Probenpraparation, Sequenzierung und Auswertung. Jede DNA in
der Probe ist der Methode zuganglich. Das schlief3t Viren-DNA und eukaryotische DNA ein.
Bei geeigneter Sequenztiefe und taxonomischer Auflosung ist eine ungenaue virtuelle Re-
konstruktion (“assembly”) weitgehend vollstandiger mikrobieller Genome aus kurzen Reads
moglich. Sofern Funktionen von Genen bekannt sind, lassen sich diese bei der Auswertung
beriicksichtigen, bzw. auch die Auswertung auf diese fokussieren. Verzerrungen entstehen
durch die Praparation der Proben, die virtuelle Rekonstruktion und durch die Referenzdaten-
bank zur Funktionszuschreibung. Diese Verzerrungen sind aufgrund mangelnder Erfahrung
momentan weniger gut verstanden als die beim Marker-Gen-Ansatz.

[Knight et al|(2018)]

Pilz-Metagenomik: In Menschen kommen Bakterien wesentlich haufiger vor als Pilze.
Pilze machen weniger als 0.1Daher sind hier metagenomische Analysen fiir Pilz-Biome be-
sonders teuer und schwer zusammensetzbar.

[Tiew et al. (2020)]

C.2.2.1. Gen-zentrische Verfahren

Gen-zentrische Ansétze, die Gene identifizieren und funktionellen Kategorien zuweisen, er-
leichtern funktionelle Vergleiche von Umgebungen. Die Gene werden dabei keinen Orga-
nismen zugeordnet. Solche Analysen sind momentan aufgrund der hohen Anzahl an Genen
ohne bekannte Funktion und unbekannter Wechselwirkungen zwischen Genen nur einge-
schrankt moglich.

[Wilmes et al. (2008)]

C.2.3. Metatranskriptom
Die Gesamtheit aller Gen-Transkripte (mRNA) einer Organismengemeinschaft wird Meta-

transkriptom genannt. Im Metatranscriptomics-Ansatz wird diese RNA sequenziert. Die In-
formation entspricht der aktiven funktionellen Produktion des Mikrobioms. Im Gegensatz
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zum obigen Ansatz werden bei dieser Methode nur lebende Organismen, und von diesen nur
die aktiven Funktionen, bei der Sequenzierung beriicksichtigt. Da RNA instabiler als DNA
ist, ist die Lagerung aufwendiger.

[Knight et al|(2018)]

C.2.4. Technik und Versuchswesen

Labortechnische Unterschiede in experimentellen Methoden konnen die Ergebnisse sehr be-
einflussen. Dies gilt auf allen Ebenen von der DNA-Extraktion bis zur Sequenzierung. Daher
miussen diese fiir den gesamten Versuch konstant gehalten werden. Mikrobiomdaten sinn-
voll zu analysieren, fiir die unterschiedliche Methoden verwendet wurden, ist ein ungelo-
stes Problem. In Longitudinalstudien miissen mehrere Baseline-Proben genommen werden.
Leerproben sind essenziell um Verunreinigungen festzustellen. Dies gilt fiir die Probenent-
nahme, DNA-Extraktion, PCR und das Sequenzieren. Proben sollten bei —80°C gelagert und
transportiert werden. Falls dies nicht moglich ist, kann beispielsweise eine 95%-ige Alkohol-
Losung verwendet werden. Die Verwendung von Referenzproben mit bekannten Zusammen-
setzung in jedem Sequenzierungsdurchlauf wird empfohlen um Analysen zu standardisieren.

[Knight et al. (2018)]

C.2.5. Verzerrungen in Mikrobiomanalysen
C.2.5.1. Unterschiedliche Anzahlen des Marker-Gens

Marker-Gene konnen mehrfach im Genom vorliegen, wobei sich die Anzahl sich zwischen
Arten unterscheidet, wodurch der Eindruck entsteht, dass Arten mit mehr Kopien auch haufi-
ger in der Probe vorkommen. Insbesondere haben Bakterien, die auf eine bestimmte Umwelt
spezialisiert sind, tendenziell weniger rRNA-Gen Kopien als solche, die in vielen Umgebun-
gen wettbewerbsfihig sind.

[Case et al|(2007)]

C.2.5.2. Intragenomische Heterogenitit

Kopien von 16S konnen innerhalb desselben Organismus Sequenzunterschiede aufweisen.
Das wird “intragenomische Heterogenitit” genannt. Die gesamte 16S Sequenz zeigt diese He-
terogenitét, jedoch sind einige Strukturen der rRNA Sekundérstruktur besonders betroffen.
Alle 16S Bereiche, die gewohnlich in der mikrobiellen Okologie verwendet werden, besitzen
solche. Intragenomische Heterogenitdt in mehreren Kopien sind auch bei Eurkaryoten in
18S bekannt (z.B Plasmodium berghei). Intragenomische Heterogenitat beeinflusst die OTU-
Bildungen, phylogonetische Auflésung und Gene-Tree-Topologie (hauptsachlich auf Arten-
Ebene und darunter). Sie hat am wahrscheinlichsten Einfluss auf fein-skalierte Phylogenetik,
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da dort die intergenomische Variabilitdt mit der intragenomischen am leichtesten verwech-
selt werden kann. Bei 16S wurde intragenomische Heterogenitat von bis zu 11.6% zwischen
den Positionen beobachtet. Im Vergleich dazu wird als OTU Definition gewdhnlich zwischen
97% und 98% Sequenziibereinstimmung angesetzt.

[Case et al|(2007)]

C.2.5.3. Heterogenitit innerhalb einer Art

Marker-Gen-Sequenzen brauchen nicht bijektiv zu Arten zuordnenbar zu sein. Beispielswei-
se existieren Bakterien, bei denen das 16S Gen nur einmal vorkommt, aber Sequenzdiversitat
innerhalb der Art anzutreffen ist (z.B Vibrio splendidus).

[Case et al|(2007)]

C.2.5.4. Primerdesign

Wie héufig eine Art — und ob sie tiberhaupt - sequenziert wird, hdangt unter anderem davon
ab, wie gut die verwendete Primersequnenz zu ihr passt. Sogenannte universelle Primer ent-
halten degenerierte Basen an einigen Stellen, von denen bekannt ist, dass Bakterien mit ab-
weichenden Nukleotiden existieren. ((Degenerierte Basen behindern keine Anlagerung von
Basen.)) Aber selbst einige weitverbreitete universelle 16S Primer fithren zu deutlicher Unter-
reprasentation von Sequenzen einiger Arten. Es empfiehlt sich daher die Sequenzierung der
Proben mit verschiedenen Kombinationen von Extraktionsmethoden und Primern zu wie-
derholen.

[Walker et al.(2015)]

C.2.5.5. DNA-Extraktion

Mechanische DNA-Extraktionsverfahren werden fiir besser gehalten als chemische. Sie kon-
nen jedoch zu kiirzeren DNA-Fragmenten und weniger gemessenen Sequenzen fithren, was
wiederum dazu fuhrt, dass viele seltene OTUs fehlen und die Diversitat der Probe unter-
schatzt wird.

[Quince et al|(2017), Walker et al| (2015)] Die Anzahl und Beschaffenheit der Zellwénde
beeinflusst die Extraktion der DNA und keine Extraktionsmethode funktioniert gleich gut
fiir alle Typen. Mechanische Verfahren wie Bead-Beating erhohen die Reprasentativitat, be-
hindern allerdings durch kiirzere DNA-Fragmente solche Sequenzierverfahren, die lange Se-
quenzen lesen konnen.

[Quince et al.(2017)]
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C.2.5.6. Kontamination

Kontaminationen verfalschen Ergebnisse und kénnen bereits in Reagenzen vorhanden sein,
die zur Behandlung der Proben gekauft wurden. Das wirkt sich besonders negativ auf Proben
mit geringer Anzahl an Bakterien aus, wie es bei Haut-Swabs der Fall ist. Kontroll-DNA, die
iiblicherweise zu Protokollen fiir [llumina-basierte Sequenzierung gehoren, kann zu Konta-
minationen fithren. ((Illumina ist der Hersteller der aktuell meist verwendeten Sequenzier-
automaten.)) Ebenso Wirts-DNA und DNA der am Versuch beteiligten Personen.

[Quince et al|(2017)]

Index Hopping: Kiinstliche DNA-Barcodes werden unter anderem zur Zuordnung von
Proben verwendet. Index Hopping bezeichnet den Einbau eines Barcodes in Sequenzen aus
einer anderen Probe. Dies fithrt zu Fehlzuordnung. Bei Illumina Plattformen konnen Uber-
bleibsel vorheriger oder aktueller Benutzungen des Sequenzers die Ergebnisse verfalschen.
[llumina Plotformen unterscheiden sich hauptséchlich in ihrer Sequenzierleistung und pro-
duzierenden Sequenzliangen, jedoch fithrte die Einfithrung des Verfahrens “ExAmp” zu hohen
Raten von Index Hopping.

[Quince et al|(2017)]

C.2.5.7. PCR

Beim Amplifizieren von DNA-Fragmenten mittels PCR entstehen Mutationen. Auflerdem
werden Fragmente, die viele AT ((d.h. in den Sequenz folgt ein T auf ein A)) oder GC aufwei-
sen werden schlechter amplifiziert und sind daher unterreprasentiert unter der vervielfiltig-
ten Molekiilen Metzker| (2010). PCR-Biases konnen durch PCR-freie Methoden wie TruSeq
vermieden werden |Quince et al|(2017). Bei der PCR entstehen leicht Chimaren ((Fragmente,
die sich aus unterschiedlichen Sequenzen zusammensetzen)) Parks et al. (2018).

C.2.5.8. Sample-Handhabung

Die zu untersuchenden Proben enthalten Lebewesen. Die Lagerung und der Transport der
Proben kann zu Verzerrungen fiithren.
[Case et al|(2007)]

C.2.5.9. Metagenomanalysen

((Metagenomanalysen untersuchen die Genome einer Probe direkt, ohne zuvor Marker-Gene
zu vervielfiltigen. Die DNA wird momentan allerdings weiterhin in Fragmente zerlegt.)) Zur
Zeit muss in Metagenomanalysen ein Kompromis eingegangen werden. Wenn der Fokus
darauf liegt auch seltene Genome zu finden, nehmen Sequenzierungsfehler fiir Genome mit
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langen repetitiven Sequenzabschnitten zu.
[Quince et al. (2017)]

Ahnliche Organismen: FEine Probe kann verschiedene Stimme derselben bakteriellen
Art enthalten. Dies kann Probleme beim virtuellen Zusammensetzen der Genome aus DNA-
Fragmenten verursachen und fithrt momentan haufig zum Abbruch. ((Bei zwei Fragmenten,
mit sich teilweise unterscheidenden Basenfolgen in ihrer Mitte, ist nicht klar, welches der
beiden verwendet werden sollte, da beide Puzzlestiicke gleich gut an die bisherige Sequenz
passen. Da anschlieflend wieder identische Fragmente zu erwarten sind und sich das Pro-
blem auch wiederholen kann, wéchst die Anzahl méglicher Sequenzen kombinatiorisch.))
Nach dem Zusammensetzen bleiben Fragmente tibrig, die nicht zugeordnet wurden.
[Quince et al|(2017)]

Referenzgenome: Alle aktuellen metagenomischen Bioinformatik-Tools basieren auf ver-
fugbaren Genomen, wodurch die Auswertungen verfalscht werden, da die Menge bekann-
ter vollstindiger Genome nicht-reprasentativ ist. Solche von Modellorganismen, Pathogenen
und leicht kultivierbaren Organismen sind deutlich iberreprésentiert.

[Quince et al{(2017)]

Verifizierte Information: Die Zuweisung von Funktionen an Gene geschieht mittels Da-
tenbankabgleichen. Sie ist auf bekannte, verifizierte Zusammenhénge zwischen Sequenz und
Funktion angewiesen. Davon gibt es nur wenige und neue kommen nur langsam aus auf-
wendigen Experimenten hinzu. Boden- und Wasser-Mikrobiome sind aufgrund ihrer grof3en
Diversitat und des hohen Anteils uncharakterisierter Taxa besonders betroffen. Die Repra-
sentativitét steht auch hier in Frage.

[Quince et al.(2017)]

Reste toter Lebewesen: DNA ist ein langlebiges Molekiil. Es bleibt nach dem Zelltod und
auch auflerhalb der Zelle bestehen. ((Diese konnen fiir viele Fragestellungen als eine Art
natiirliche Kontamination betrachtet werden. Sie sind in Marker-Gen-Studien weniger pro-
blematisch, weil dort die Marker-Sequenz intakt geblieben sein muss, wahrend in Metageno-
manalysen jede Sequenz storen kann.)) Sequenzierungen reprasentieren daher nicht zwangs-
laufig die lebende Mikrobengemeinschaft. In Marker-Gen-Analysen lassen sich bereits we-
nige Tage nach einer Schadlingsbekampfung Unterschiede nachweisen [Poret-Peterson et al.
(2019)]. Mit chemische Methoden kann die freie DNA und DNA in beschadigten Zellen und
dieses Problem beseitigt werden. Alternativ ldsst sich das Metatranskriptom ((d.h. alle mR-
NA)) untersuchen, das zwangslaufig aus lebenden Organismen stammt.

[Quince et al|(2017)]
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Phylogenetische Auflésung: Momentan sind metagenomische Analysen noch nicht ge-
nau genug um zwischen Bakterienstimmen zu unterscheiden. Fiir gute Populationsgenetik
und mikrobielle Okologie wire dies notig.

[Quince et al|(2017)]

Entkopplung von Phylogenetik und Funktion: Lateraler Gentransfer hat bei Proka-
ryoten die Verwandtschaftsbeziehung von der genetischen Information teilweise entkoppelt.
Insbesondere gilt das fiir Gene, deren Funktionen Selektionsdruck unterliegen. Zusammen-
hinge zwischen Bakterienverwandtschaft und Okosystem lassen sich dann schwerer unter-
suchen. ((Selektionsdruck ist 6rtlich bestimmt, wahrend Verwandtschaftsbeziehungen zwar
an einem Ort entstehen aber auseinander migrieren.)) Bei der Analyse von einfachen 6ko-
logischen Funktionen wird daher auch auf die Sequenzen der entsprechenden funktionellen
Gene zuriick=gegriffen — ohne diese erst Organismen zuzuordnen. Housekeeping-Funktionen
((d.h. Funktionen die unabhéngig von Umwelteinfliissen exprimiert werden)) machen late-
ralen Gentransfer der betreffenden Sequenz unwahrscheinlicher.

[Case et al|(2007)]

C.3. Next Generation Sequencing Analyse

Begriffe: Als Read wird die ausgelesene Sequence der Basenpaare eines DNA-Fragments
bezeichnet. Sequenztiefe ist die Anzahl der Reads pro Probe.
[Knight et al. (2018)]

Standards Die Standards und Methoden fiir Mikrobiomanalysen entwickeln sich schnell.
Es wird inzwischen empfohlen sogenannte “exakte Sequenzen” anstatt OTUs fiir Analysen
zu verwenden. Anderungen in metagenomischer Taxonomie in den nichsten Jahren, werden
ebenfalls vermutet.

[Knight et al(2018)]

C.3.1. Behandlung von Sequenzierungsfehlern

Die Fehlerwahrscheinlichkeit von Illumina Sequenzierung liegt bei ca. 0.1% pro Nukleotid.
Sequenzierungsfehler tduschen einen Grofiteil der Diversitit einer Probe vor. Die Reads wer-
den iiblicherweise zu OTUs (97% Ubereinstimmung) geclustert um dies zu reduzieren. Dabei
geht ungiinstigerweise reale Diversitat verloren. In neueren Verfahren wie DADAZ2 [Callahan
et al.(2016)] und Deblur [Amir et al|(2017)] bleibt diese besser erhalten. Deblur ist ein Filter-
mechanismus, der haufigeren Reads eine hohere Wahrscheinlichkeit zuschreibt korrekt zu
sein. Er iteriert vom haufigsten zum seltensten Read. Die Haufigkeiten von Reads, die weniger
haufig sind als der aktuelle Read, werden reduziert, wobei die Reduktion von der Anzahl der
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Sequenzunterschiede zum (und der Haufigkeit des) aktuellen Read abhangt. Sinkt die Haufig-
keit eines Reads auf 0, wird dieser entfernt. Haufigkeiten brauchen nicht erhéht zu werden,
da es sich im Grunde um Relativdaten handelt. Die Reads, die am Ende des Vorgangs noch
vorhanden sind, werden “exakte Sequenzen” oder auch “sub-OTUs” genannt. Das Verfahren,
insbesondere die Wahl seiner Parameter, ist auf Illumina-Sequenzierungen optimiert.

[Amir et al.,(2017),Knight et al.(2018)]

C.3.2. Taxonomische Zuweisung

Ublicherweise wird die taxonomische Einordnung der (sub-)OTUs durch einen naive Bayes
Klassifizierer durchgefiihrt, der trainiert wurde auf Genus-Ebene ca. 80% korrekte Zuweisun-
gen zu erzielen. Exakte Zuordnungen iiber einen Abgleich mit Referenzdatenbanken fiihrt
zu weniger zuordbaren (sub-)OTUs. Unklassifizierte Sequenzen konnten aus der DNA von
Chloroplasten oder Mitochondrien kommen. Das sollte iiberpriift und diese gegebenenfalls
entfernt werden.

[Knight et al|(2018)]

C.3.3. Datenstruktur

Nach bioinformatischer Aufbearbeitung umfassen die Daten eine Matrix relativer Haufigkei-
ten (Probennummer x OTU oder Gen). Die OTUs sind idealerweise zusitzlich taxonomisch
zugeordnet und einem phylogenetischen Baum angeordnet und Gene mit Funktionen ver-
sehen. Die Matrix ist hochdimensional und diinnbesetzt. Sie bestehen héufig aus tausenden
von OTUs und benétigen besondere statistische Herangehensweisen. Die Daten werden iibli-
cherweise mit Alpha- und Beta-Diversitatsmafien untersucht. Die verwendeten phylogeneti-
schen Groflen hiangen viel starker von der Anzahl der OTUs in einer Probe ab als Groflen, die
nur die Haufigkeitsinformation nutzen. Phylogenetische Gréflen wurden nur fiir 16S Daten
evaluiert. Bei der Auswahl der zu betrachtenden Grofie sollte die biologische Interpretier-
barkeit beachtet werden. Phylogenetische Groflen liefern interpretierbare biologische Mu-
ster, benétigen jedoch phylogenetische Baume. Um Diversitatsmafle sinnvoll einsetzen zu
konnen, muss die Summe der Haufigkeiten der Sequenzen in einer Probe (“sampling effort”)
angeglichen werden. Diese kann sich zwischen zwei Proben um mehrere Gréflenordnungen
unterscheiden. Rarefaction ist die aktuell beste Losung fiir UniFrac.

[Knight et al(2018)]

Bei Rarefaction wird aus jeder Probe eine Stichprobe gezogen, die so grof} ist wie die kleinste
Probe, ggf. in einer Jackknife-Schleife, um die Information aus der grofieren Proben besser
nutzen zu konnen.
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C.3.4. Kompositionelle phylogenetische Auswertungs-Methode

Relativdaten werden auch “kompositionelle” Daten genannt. Die meisten statistischen Stan-
dardverfahren liefern auf Relativdaten unpassende Ergebnisse. Die Erhohung einer Varia-
ble tauscht das Absinken aller anderen vor. Dies kann umgangen werden, wenn die Daten
zuvor geeignet transformiert werden. Die isometrische Log-Ratio (ILR) Transformation eig-
net sich hierfiir, sofern sie durchfithrbar ist. ((Definitionsbereich des Logarithmus.)) Die ILR
kann iiber eine sequentielle binare Partition (d.h. bindren Baum ohne Astldngen) der Varia-
blen konstruiert werden. Die Interpretation der Ergebnisse hangt von der Wahl der Parti-
tion ab. Wenn fiir Mikrobiomanalysen hierzu ein phylogenetischer Baum verwendet wird,
nennt sich die Methode: phylogenetische ILR (PhILR) Transformation. Euklidische Abstande
auf diesen transformierten Daten scheinen eine kompositionell-robuste Alternative zu Bray-
Curtis-, Jaccard- und UniFrac-Abstdnden auf den Originaldaten zu sein. Auf Testdatensatzen
fihrten PhILR-transformierte Daten als Eingabe fiir die Klassifikationsverfahren logistische
Regression, Support Vector Machines, k-nearest Neighbors und Random Forests zu gleich gu-
ten oder besseren Ergebnissen (bzgl. Accuracy) als untransformierte oder log-transformierte
Daten. PhILR bildet D > 1 OTUs auf ein D — 1 dimensionales Koordinatensystem ab. Die
Koordinaten werden “Balancen” genannt. Jede Balance y; gehort zu einem inneren Knoten
1 des Phylogenetischen Baums mit D Blattern. Jede Balance reprasentiert den Logarithmus
des Quotienten der gewichteten geometrischen Mittel der relativen Haufigkeiten der beiden
Teilbaume des inneren Knotens. ((Das Vorzeichen hangt willkiirlichen von der Reihenfolge
der beiden Teilbaume ab.)) Zur Wahl der Gewichte werden zwei Moglichkeiten vorgeschla-
gen:

1. Das Produkt zwischen dem geometrische Mittel der um 1 erhéhten absoluten Haufig-
keiten der zu gewichtenden OTU tber alle Stichproben mit der euklidischen Norm der
relativen Héaufigkeiten dieser OTU iiber alle Stichproben. Das ist eine Heuristik, die im
Datensatz der Entwickler dieser Methodik gut funktioniert hat.

2. Die Quadratwurzel der Summe der beiden Kantenldngen von der OTU zu ihren beiden
Kindknoten. Die Quadratwurzel war in den Daten der Entwickler besser als andere
Transformationen.

Die erste Gewichtungsart beriicksichtigt die hohe Anzahl an Werten nahe 0 oder gleich 0,
die in Mikrobiomdaten auftreten.
[Silverman et al.(2017)]

Astlingen-Gewichtung: Die zweite Gewichtungsart beriicksichtigt phylogenetische Ast-
langen. Einige Analysen konnten von der Verwendung evolutiondrer Abstande zwischen Ta-
xa profitieren, da diese in Verbindung mit Anpassungen an neue Ressourcen stehen konnten.
Im menschlichen Mikrobiom kénnten Balancen nahe der Blatter mit Adaptionen an Kor-
perstellen zusammenhangen. Die Gattung Bacteroides relativ zur Gattung Prevotella unter-
schied zwischen Stuhlproben und anderen Korperproben. Balancen zwischen Arten dersel-
ben Gattung konnten zwischen nahgelegenen Korperstellen unterscheiden. Die Varianz einer
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Balance lasst Riickschliisse tiber die Auswirkungen unterschiedlicher Habitate (Probenarten)
auf die betroffen Mikroben zu. Eine Varianz nahe 0 spricht hierbei fiir eine gleichmaflige An-
passung der Abundanzen dieser Mikroben. Im Gegensatz zur Pearson Korrelation ist dieses
Maf robust gegeniiber kompositionellen Effekten. Die Varianzen der Balancen waren, im
Datensatz der Entwickler, grofier wenn sie nahe des Wurzelknotens lagen. PhILR war in ei-
nigen Fallen nicht besser als andere ILR-Transformationen. Der Vorteil von PhILR liegt in
der besseren Interpretierbarkeit.

[Silverman et al, (2017)]
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