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Projekt HRZZ: MINUTE for IBD

NAZIV: Assessment of Microbiota,
Inflammatory Markers, Nutritional

and Endocrine Status in IBD Patients
(2014-2018)

CILJ: Istraziti klinicki znacaj i odnos
sastava crijevne mikrobiote, upalnih

i endokrinih biljega te prehrambenog
statusa kod oboljelih od upalne

bolesti crijeva.
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IBD ispitanici (n=20) ne-IBD ispitanici (n=10)
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Prikupljanje uzoraka i optimizacija eksperimentalnih metoda

uzorei tkiva stolice i krvi 165 RNA PEA
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Integracija prikupljenih podataka

statistika bioinformatika diseminacija
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Vodeci principi za stratifikaciju pacijenata




Ljudska mikroflora

Mikroorganizmi koji nastanjuju dijelove ljudskog tijela nazivaju se skupno
mikrobiota

— Koza, disni trakt, usta, crijevo, urogenitalni trakt...
Vecéinu mikrobiote ¢ine bakterije — 10'* (sve stanice ljudskog organizma 10%3)

Crijevna mikrobiota — ekosistem mikroorganizama koji koloniziraju Gl trakt i
Zive u simbiozi sa svojim domacdinom

— Zavisno od metode detekcije 400-1500 bakterijskih vrsta

— 99% tih organizama su anaerobi

Metagenomika — analiza ukupnog genetskog materuala nekog kompleksnog
ekosistema u svom prirodnom sastavu B& ‘ 7o \ O

Ljudski genom € mikrobiom

— Ljudskih gena >23.000

— Mikrobnih gena >3.000.000



Uloga mikrobiote

Zastitna
. . : ] Microbial
— Otklanja patogene bakterije Metabolites load per ml
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Mowat and Agace, Nat.rev. Immunol. 2014



Poremecaj u ravnotezi crijevne mikrobiote —
disbioza
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Kronicna upala - vodi do nastanka kroni¢nih metabolickih bolesti

Matijasic et al, Int. J. Mol. Sci. 2016, 17, 578



Optimizacija metode analize sastava crijevne
mikrobiote

Evaluacija novog sustava za prikupljanje uzoraka fecesa pod nazivom
OMNIgene.gut, proizvodaca DNA Genotek

— Usporedba svjezeg i zamrznutog fecesa
Tri kita za izolaciju DNA iz fecesa
— MO BIO, QIA i MP Biomedicals

Usporedba dviju next generation sequencing (NGS) platformi za
sekvenciranje bakterijskog gena za 16S rRNA

— [llumina MiSeq i lonTorrent PGM
Cetiri zdrava donora — kombinacija/varijacija navedenih parametara

— 24 uzorka po donoru — ukupno analizirano 96 uzoraka



ng DNA/ul / mg feces

Usporedba kitova za izolaciju DNA-
koncentracija i Cistoca

e MO BIO - Power Fecal DNA Isolation Kit
* QIAGEN - QlAamp Fast DNA Stool Mini Kit
e MP Biomedicals - Fast DNA SPIN Kit for Feces
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day0

day 14

Usporedba kitova za izolaciju DNA - filogenetska

native

Omni

native

Omni

analiza na razini razreda

MO BIO mMP

Rezultati su sumirani ovisno o nacinu prikupljanja, izolacije DNA
Svi parametri unutar promatranog kriterija su sumirani

m Bacteroidaceae

® Lachnospiraceae

® Ruminococcaceae

®m Prevotellaceae

® [Barnesiellaceae]

® Porphyromonadaceae

® Veillonellaceae

® Rikenellaceae

m Alcaligenaceae

m Bifidobacteriaceae

m [Odoribacteraceae)

= Coriobacteriaceae

m [Paraprevotellaceae]

® Clostridiaceae

» Erysipelotrichaceae

m Streptococcaceae

= Christensenellaceae

» Pasteurellaceae
Desulfovibrionaceae
Peptostreptococcaceae
Other
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Dosadasnji rezultati

Do sada je regrutirano 76 ispitanika (Crohn-ova bolest, ulcerozni
kolitis, sindrom iritabilnog crijeva i ostale dijagnoze)

Analiza rezultata sekvenciranja uzoraka fecesa na lllumina platformi je
provedena

Pilot analiza sekvenciranja uzoraka tkiva ukazuje na razlike u relativnoj
zastupljenosti pojedinih bakterijskih razreda kod oboljelih u odnosu na
kontrolne ispitanike

Preliminarne analize upalnih biomarkera iz seruma upucuju na
postojanje znacajnih razlika medu grupama



Analiza fecesa na razini razreda

Crohnova bolest (CD) —
povecanje u brojnosti razreda
Proteobacteria i Actinobacteria

Ulcerozni kolitis (UC) —
povecanje u brojnosti razreda
Bacteroidetes i Proteobacteria,
a smanjenje u brojnosti
Firmicutes i Actinobacteria
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Analiza tkivnih uzoraka na razini razreda

Crohnova bolest (CD) — smanjena brojnost razreda Bacteroidetes i
povecanje brojnosti razreda Proteobacteria
Ulcerozni kolitis (UC) — raste brojnost razreda Verrucomicrobia
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1. terminalni ileum | caecum 4. colon descendens
2. colon ascendens 5. colon sigmoideum
3. colon transversum 6. rectum



Analiza biomarkera iz seruma

Imunodetekcijska metoda (engl. Proximity Extension Assay-PEA) -
pomocu specificnih protutijela koja na sebi imaju vezane

oligonukleotide detektira i vrlo male koliine proteina

Preliminarne statisticke analize upucuju na postojanje znacajnih razlika
medu grupama

. . N grupa 0 (n=17) grupa 1 (n=38)
Specificne analize u tijeku BD pacijenti controle.
6 UC 32 non-IBD ispitanika
4 CD 6 zdravih dobrovoljaca
6 duplikata
A inkubacija B Hibridizacija C Umnazanje D Razgradnja E qPCR

produljenje

TSNS =

Protein Expresion (ddCq)
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Assarsson et al., PLOS ONE 2014, 9(4)



Analiza biomarkera iz seruma

Upalni panel - 92 proteinska markera (citokina, kemokina, transkripcijskih
faktora, faktora rasta)
Crohn (CD) n=4, ulcerozni kolitis (UC) n=6, IBS n=32, zdravi (H) n=6

| | HvUC | HvsCD | HvsIBS | UCvsCD | UCvsIBS | CD vsIBS

*
TRAIL *
TNF5F14 Hook &k E L+ 4 Bk ok
CXCL5 *E *E
MMP-10 *

CCL23 * *
CXCL10 *
CASP-8 * *

TNFRSF9 *E
TWEAK *
ST].A]. A * oA Lk k]
__aoa : :

* <0.05, ** <0.005, *** <0.0005, **** <0.0001



Ispitivanje nutritivnog statusa

* Nutritivni status - usporedba kakvoce prehrane IBD i kontrolne skupine
analizom trodnevnog dnevnika prehrane

* Preliminarni rezultati
— IBD skupina ima uveéan energetski unos, kao i veéi unos vitamina K.

— Ispitivanje kvalitete Zivota pokazalo je da je 4 od 9 ispitanika iz IBD skupine ocijenilo
kvalitetu Zivota zadovoljavaju¢om, dok je isto ucinilo 7 od 27 ispitanika iz kontrolne

skupine.

— Analiza dosadanjih rezultata i daljnja ispitivanja su u tijeku

Ispitivanje endokrinoloskog statusa

 Endokrinoloski status
— Odabrani su parametri i hormoni koji se prate:

* Vrijednosti serumskih koncentracija Cai P
* Za endokrinoloski status uzima se u obzir gonadalni status:
* Odreduje se i vrijednost vitamina 25(0OH)D,

— analiza dosadasnjih rezultata



Projektni tim — MINUTE for IBD

» Maedicinski fakultet Suz- Mihaela Peri¢, Mario Matijasi¢, Hana Cip¢ié
Paljetak, Marina Panek, Vera Kufner, Donatella Verbanac

* Imperial College London, UK - Anja Baresic

« KBC Zagreb - Zeljko Krznari¢, Silvija Cukovi¢ Cavka, Darija Vranesi¢
Bender, Ana Kunovic¢, Marko Brinar, Mirjana Kalauz, Dora Grgic, Niksa
Turk, Ilvana Kraljevi¢, Dunja Rogi¢, Dina Ljubas Kelecic

* KB Dubrava - Marija Crncevi¢ Urek, Marko Banic
* Poliklinika ,,Dr. Zora Profozi¢” — Tomislav Mestrovic
* Fidelta d.o.o. - Karmen Brajsa

e Xellia Pharmaceuticals - Gabrijela Ergovic
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HVALA NA PAZNJI !



