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QR Wir sind nicht allein....

Universitdt Regensburg

Antony van Leeuwenhoek 1632-1723

»....that the people living in our United Netherland are not as many
as the living animals that I carry in my own mouth this very day."

ERSTE MIKROBIOM-BESCHREIBUNG

1677, Royal British Society
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Wir Menschen halten uns fir Individnen — dabei sind wir ein Kallektiv von
Abermilliarden Lebewesen. Forscher atbeiten an einem vollstindigen

kroeIOM

Thema: Mikrobiom | GRAFIK 41
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Human Microbiome Project (HMP)

140 Mio. 29 Mio. US$
= 2007 initiert durch das NIH, EU: MetaHit-Konsortium

= ca. 80 % der Bakterien bis jetzt nicht angezlchtet
» Hochdurchsatz-Sequenzierung der 16s-rRNA-Gene
» 300 Probanden, je 15-18 Korperstellen, 2-3 Visisten

= > 1500 Bakterienspezies, derzeit > 500 Genome komplett
(GI) und >1400 Genome gesamt

= 2012-2014, 922 Mio US$: Mikrobiom bei Diabetes,
Ubergewicht, Herz-Kreislauf, Autismus, Asthma, Krebs......

= Beispiel 2018: Fimrenpartnerschaft Roche/Genentech-
Microbiotica, Biomarker u. Therapien IBD (534 Mio US$)
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Next Generation Sequencing (NGS)
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Das Mikrobiom: Mehr als nur Bakterien
Bakterien

Mikrobiom
Einzeller/Archaeen
> %22;??“ “Second genome”
genetlsc e SR S

Information )




‘ IR Mikrobiom: Eindrucksvolle GréBenverhéltnisse......
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Mikrobiom 1013 humane Zellen

i

4
Bakterienj}

Vlren

Mykoblom 101272
Protozoen

>100-fach
mehr

genetische

Information




.
@

Human Microbiome Project (HMP)

Cho and Blaser,
Nature Reviews Genetics April 2012

Wirt + Mikrobiom = ,,Superorganismus“
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Das Mikrobiom andert sich im Laufe des
Leben=

solid food

65 to 80 yoars
formula-fed

Unborn Baby Toddler Adult Elderly

Ottman, N., Smidt, H., de Vos, W. M., & Belzer, C. (2012). The function of our microbiota: who is out there and what do they do? Frontiers in Cellular
and Infection Microbiology, 2, 104. http://doi.org/10.3389/fcimb.2012.00104
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Darmmikrobiom

Unser ,,vergessenes Organ“

= Totale Masse ca. 1,5 kg
= Mikroben im Darm = > 10000 x Menschen auf der Erde
= 30 % des fakalen Volumens
= Synthese von Vitaminen, Aminosauren..
Die meisten Plasma-Metabolite sind bakteriell!
= Schutz vor Krankheitserregern

Das Darmmikrobiom hat bei vielen Erkrankungen grof3eren Einfluf3
als das Patientengenom
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Individuelle Mikrobiom-Stabilitat

Subject A gut Subject B gut Subject A saliva Sampled

dates
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= Living Diarrheal w—>H

illness abroad

David et al., Genome Biology, 2014
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Publikationen zum
Mikrobiom bei verschiedenen Erkrankungen

entz. Darmerkrankungen
Darmkrebs

Typ 1 Diabetes

Typ 2 Diabetes
Ubergewicht

Asthma

Irritables Darmsyndrom
Mulitple Sklerose
Autismus

Zahl der Publikationen

Kardiovaskulare Erkrankungen
Rheumatoide Arthritis

OR 28 JL e I JoX Jo

Adaptiert nach: Butté and Haller, J Allerg Clin Immunol, April 2017



Mikrobiom und Kardiovaskulare Erkrankungen

ARTICLE April 2011

doi:10.1038/naturel 09922

control diet choline diet

control diet / Abx choline diet / Abx

‘o,

Das Darmmikrobiom beeinflul3t kardiovalskulare Erkrnkungen
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Mikrobiom und Krebs

Anti-PD-1/PD-L1 %
or anti-CTLA-4

A
MK%

Immunotherapy

“Enhanced”

Checkpoint inhibitors

Anti-tumor
responses

Naive T cell (CD8)

Antigen uptake

Antigen-presenting cell
“Enhanced” responsiveness

to immunotherapy

Tumor cell

Schwabe and Jobin, Science, Nov. 2015

Das Mikrobiom beeinflusst entscheidend den Erfolg moderner
Krebstherapien
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Bidirektionale Kommunikation Mikrobiom -Nervensystem

al A
Psychosoziale Angstverhalten
Stressoren Autismus
(Katecholamine) (Corticoide, BDNF)

S.M. Collins et al. 2(

Das Darmmikrobiom beinflul3t unsere Psyche und umgekehrt
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Mikrobiomtranplantation als Therapieoption

 Multiple Sklerose
* Chron. Miidigkeitssyndrom

ITP

* Fettleber

O
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pramy

* Fettleibigkeit

* Reizdarmsyndrom
M. Crohn, Colitis ulcerosa
D ————————————————————————————,
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Fakal-Mikrobiota-Transfer
(FMT, ,,Stuhitransplantation®)

Spender-Stuhl

N
W <=

Frisch-Stuhlpraparat Verkapselung

vor FMT nach FMT
Nasoduodenalsonde oral »
Einlauf
Kolonoskopie =N

Mikrobielle Diversitat

Wiederherstellung der Diversitat
Kolonisationsresistenz

Hiergeist and Gessner, Trillium, 2018
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™ FMT
‘Spenuer. Sicherheitsdiagnostik

Blut Diagnostik Stuhl
i -
/ :
| 5 P
Treponema pallidum Campylobacter Cryptosporidium

Mycobacterium tuberculosis

+ MIKROBIOMKOMPOSITION

HIV-1,HIV-2 Helicobacter pylori Strongyloides stercoralis *
HBV, HCV, HAV, HEV Listeria monocytogenes* Helminthen, Wurmeier
HTLV * MRSA Isospora *

Salmonella Microsporidien*
BIUtb"q Vibrio cholerae *
Albumin VRE Norovirus
Kreatinin und Elektrolyten et Rotavirus *
Aminotransferasen
Bilirubin Bakterien Test auf okkultes Blut
GGT Parasiten Calprotectin

Viren

Alkalische Phosphatase Erganzende Labordiagnostik

* Optional bei speziellen Bedingungen
(Immunsuppression, Reiseanamnese, ...)

Hiergeist and Gessner, Trillium, 2018
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Urin-Mikrobiomanalyse
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Center for Metagenomics
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Mikrobiomanalysen als diagnostisches Tool

= uBiome




R Mikrobiom Sequenzierzentrum
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Akkredltlerung Mikrobiomanalyse

Projektstart 2014: Entwicklung von Spike-in-Kontrollen,
Stabilisierungspuffer, SOP-Finalisierung, Kontakt zum Sektorkomitee der
DAKKS

« 2.11.15: Vortrag in Frankfurt vor Sektorkomitee mit Diskussion

« 9.12.15: Ganztagiges Audit in Regensburg (Prof. McKenzie)

 Q12016: Entwicklung Checkliste (8 Autoren, 72 Checkpunkte)

« 2/2016: Stellungnahme Qualitatssicherungskommission der DGHM

« 10/2016: Feststellung medizinischer Indikationen: C. difficile-Infektionen
FMT, GvHD

« 10/2017: DAKkS-Urkunde nach Instituts-Gesamt-Reakkreditierung
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Akkreditierung der NGS basierten Mikrobiom-Analytik
nach DIN EN ISO 15189 (med. Laboratorien)

INSTITUT FUR KLINISCHE
MIKROBIOLOGIE UND HYGIENE

Arbeitsanweisung zur

Arbeitsanweisung zur m&'?'{fagfé’foz.'éﬁhwﬁfg.iue
,...:.m N Methodendurchfiihrung UV TATSKLNIUM RECENSEURG
‘?TN Next-Generation Sequenzierung mit dem Se\i;:rli;:r;ﬁ
L‘___; Roche GS Junior+ System Datum: 03.09.2012

Arbeitsanweisung: AM-BA-611/A

Methodendurchfihrung

UNIVERSITATSKLINIKUM REGENSBURG
Prof. Dr. Dr. André Gessner

Seite 1 von 11

Version B

Datum: 18.05.2015

Next-Generation Sequenzierung mit dem GS Junior+ System

e
Feaembra

Arbeitsanweisung zur

INSTITUT FUR KLINISCHE

Arbeitsanweisung: AM-BA-600/B

OGIE UND HYGIENE

Wy

DNA Isolierung fiir die Mik

mit dem MagNA Pure 96 Sy

Methodendurchfiung | Rl o 16 Arbeitsanweisungen
Version A "
Datum: 03.09.2012 ° 9 Gerate_so PS,

Arbeitsanweisung: AM-BA-601/A

Validierungs-Berichte
> 400 DIN A4 Seiten

Herstellung eines Internen Mikrobiom-Standards
zur Mikrobiom-Analyse

Arbeitsanweisung: AM-BA-603/B

Real-time PCR Quantifizierung des Internen Mikrobiom Standards

» Checkliste
DNA Isolierung fiir die Mikrobiom-Analyse ¢ |ndikationsliste
mit dem MagNA Pure 96 System
— » Begutachtung: 16.12.2015
Arbeitsanweisung zur MKROBIO!
Methodendurchflihrung ey, R —
" e . . Seite 1 von 14
E'""'”S;‘,f,’iﬁ':,f: ersleFLxI Sy ung mit Version A Arbeitsanweisung zur
Datum: 03.09.2012 Methodendurchfilhrung

Arbeitsanweisung: AM-BA-612/A

Arbeitsanweisung: AM-BA-604/B
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Next-Generation Sequenzierung mit dem GS FLX+

System

Arbeitsanweisung: AM-E

Nachweis von Bakterien 16S rDNA (speziesiibergreifend) zur

Mikrobiom-Analyse

Quantifizierung von 16S ribosomalen RNA Genkopien
in DNA-Préaparationen

Sy,
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16srDNA NGS: Process Control / Normalization /

Internal

observed ratio

lllllllllll
lllll

latin square teS{S: 1sample, 6 dilutions x 6 spike combinations = 36-plicate NGS

high_1

Quantification

spiked

5 spike bacteria,

cultivable, ' :
countable |
absent in animal or human gut :
microbiota B L '
Representative for taxa and cell wall g | E z

compositions 5
Robust and selective quantification @
by qPCRs in mixtures

Patented no. 2085350 *7 ’

|||||||||||
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Patentamt
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Patent Office
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Ringversuch (EQA)

2014

2016
2017
2018

INSTAND e.v.
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Erster NGS-Mikrobiom-Ringversuch, Juli 2014

Universitdt Regensburg

Uniform Data Analysis
Of Raw Sequencing Data
- All Samples (Stool, DNA) -

*Raw Data QC for each
Participant

*QIIME 1.9.1

*Reference based OTU picking
(97 %, Uclust)

Silva release 119 16S Database

*Merged OTU tables

IR m
| (IR MO R |
e .
ST .

3
4
5

Taxonomic Level:Genus

Participants

Roche/454 IonTorrent Hlumina [lumina umina Ilumina Roche/454
GS Junior+ PGM MiSeq  MiSeq MiSeq MiSeq GS FLX+
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PC2 - Percent variation explained 21.34%
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QR Zusammenfassung
Mikrobiom-Analysen in der Diagnostik

> Mikrobiom: Individuell
veranderbar
groBer als wir

> Krankheitsassoziationen: Allgemein- bis Zahnmedizin

» Anwendungsreife therapeutische Optionen
fur Prophylaxe und Therapie

> Molekulare Diagnostik durch NGS
(Standardisierung und Qualitatssicherung
dringend erforderlich!)
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