FFG

Forschung wirkt,

Mikrobiom/Tumor

Modifikation des Mikrobioms zur Verbesserung von Metabolismus, Darmbarriere und Entziindung bei kindlichem

Neuroblastom

Programm / Ausschreibung Bridge, Briickenschlagprogramm, 27. Status abgeschlossen
Ausschreibung Bridge 1

Projektstart 01.09.2018 Projektende 30.06.2022
Zeitraum 2018 - 2022 Projektlaufzeit 46 Monate
Keywords Mikrobiom, Neuroblastom, Volatilom, Chemotherapie

Projektbeschreibung

HINTERGRUND: Im Rahmen von malignen Tumorerkrankungen kann es zu einem katabolen Zustandsbild mit Verlust von
Fett- und Muskelgewebe kommen. Dieses geht mit erheblicher Morbiditat und Mortalitat einher und wird als Kachexie
bezeichnet. Obwohl die volle Auspragung selten ist, wird bei bis zu 50% der padiatrischen Malignome eine Unterernahrung
diagnostiziert. Neben dem Tumor selbst kdnnen auch Nebenwirkungen der Chemotherapie schwerwiegende Probleme
bereiten. So wird in bis zu 60% dieser Kinder eine Mukositis des Gastrointestinaltraktes beobachtet, die sich klinisch durch
Ubelkeit, Erbrechen, Durchfall oder Obstipation, Schmerzen und - im schlimmsten Fall - lebensbedrohlichen
Entziindungsreaktionen kennzeichnet. Im Alltag kann das eine Reduktion der Chemotherapie oder einen Ausfall eines Zyklus
mit reduzierter Effektivitat der Chemotherapie erfordern. Bisher ist die Therapie der Mukositis rein symptomatisch. Rezente
Untersuchungen des Antragsstellers haben im Mikrobiom von Mausen mit Neuroblastom (einem malignen Tumor des
Kindesalters) einen signifikanten Abfall der Lactobacilli beobachtet, der mit einem pro-inflammatorischen Zustandsbild,
Kachexie und gesteigerter Darmpermeabilitat einherging. In diesem Modell hat auch die Chemotherapie alleine eine
Dysbiose mit Abfall der Lactobacilli ausgelést, was ursachlich mit der Entstehung einer Mukositis in Verbindung stehen
koénnte. Insgesamt scheint das intestinale Mikrobiom einen erheblichen Bestandteil in der Entstehung von Kachexie und

chemotherapie-induzierter Mukositis zu haben.

ZIEL: Ziel dieses Projektes ist es zu untersuchen, ob eine Manipulation des Mikrobioms mittels Prabiotika, Probiotika oder
Bakteriozinen einen positiven Einfluss auf Entziindungsreaktion, Darmwandbarriere und Metabolismus bei Neuroblastomen
hat. Zusatzlich soll beurteilt werden, ob die im Tiermodell beobachten mikrobiellen Veranderungen auch bei Kindern mit

Neuroblastom beobachtet werden kénnen.

METHODEN: Im tierexperimentellen Teil wird das bereits etablierte Neuroblastommodell verwendet um bei Mausen eine
Kachexie auszuldésen. Zusatzlich wird einem Teil der Mause eine Chemotherapie verabreicht. Danach wird im ersten
Arbeitspaket der Einfluss von Omni-Logic® Apfelpektin (Prabiotikum) und Omni-Biotic® AAD (Probiotikum) auf diese Mause

untersucht. Der Hauptfokus liegt dabei auf der Beurteilung des fakalen Mikrobioms (16S rRNA Genanalyse), des bakteriellen
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Metabolismus (Gaschromatographie der volatilen Gase im Stuhl), der Darmwandbarriere (Permeabilitatsmessung, PCR fir
tight junction Proteine, Apoptose der Epithelzellen), Mukositis (Darmwandhistologie, Citrullin ELISA), des
Entziindungssystemes (ELISA flr pro- und anti-inflammatorische Zytokine) und des Metabolismus (Muskel- und
Fettgewebsmasse, Glukosetoleranztest). In einem weiteren Arbeitspaket werden dann speziell auf die beobachteten
Veranderungen des Mikrobioms ausgerichtete Bakteriozine und antimikrobielle Metabolite hergestellt, fir die in-vivo
Anwendung angepasst, und im gleichen Tiermodell angewendet. Im grundlagenwissenschaftlichen humanen Teil des
Projektes wird untersucht, ob zwischen Kindern mit Neuroblastom und gesunden Kontrollen ein Unterschiede im Mikrobiom
und im Profil der volatilen Gase in Stuhl und Atemluft besteht. Zusatzlich wird in diesem Paket durch serielle Messungen

Fokus auf mdgliche Veranderungen des intestinalen Mikrobioms im Verlauf der Chemotherapie gelegt.

INNOVATIONSGEHALT: Um die Forschungsschwerpunkte dieses Projektes zu beurteilen, kommen hochmoderne Verfahren
zur Anwendung. Insbesondere die Untersuchung der volatilen Gase in Stuhl und Atemluft ist auf diesem Gebiet neu und gibt
wichtige, nicht-invasive Einblicke in die mikrobielle Besiedelung und damit indirekt auf Metabolismus und
Entziindungsreaktion der Patientinnen. Die in diesem Projekt untersuchten Pra- und Probiotika sind bereits am Markt
erhaltlich. Sollte sich durch ihren Einsatz eine Reduktion der Tumor- oder Chemotherapie-bedingten Stérungen des
Entziindungssystems, der Darmwandbarriere und des Metabolismus ergeben, kénnten diese Produkte zukiinftig supportiv in
der Anti-Tumortherapie angewendet werden und zur Reduktion der Morbiditat beitragen. Der Therapieansatz mit
Bakteriozinen ist wissenschaftliches Neuland. Sollten sich diese Substanzen als effektiv erweisen, wirde dieses Projekt einen

ersten wichtigen Meilenstein in der Entwicklung fir die humane Anwendung darstellen.

Abstract

BACKGROUND: Malignant tumors may lead to a catabolic state with loss of muscle and adipose tissue. The full picture of
catabolism is termed cachexia and is associated with significant morbidity and mortality of cancer patients. Although the full
picture is rarely observed up to 50% of children with cancer suffer from significant malnourishment. Additionally to tumor-
induced catabolism, side-effects of chemotherapy may be problematic for the patients. In this regard up to 60% of children
suffer from gastrointestinal mucositis presenting with nausea, vomiting, diarrhea or constipation and abdominal pain. In the
worst case, mucositis may lead to bacterial translocation with life-threatening inflammatory response. Clinically this may
require a reduction of the dosage or the number of chemotherapy cycles resulting in reduced effectivity. Up to now the
therapy of mucositis is only symptomatic. Recent research of the applicant has shown a significant reduction of Lactobacilli
in mice with neuroblastoma (a malignant childhood tumor). The dysbiosis was associated with catabolism, increased gut
permeability and inflammation. Astonishingly, chemotherapy alone also lead to a significant reduction of Lactobacilli
compared to sham mice, which may be linked to the development of mucositis clinically. Overall, the intestinal microbiome
seems to play an essential role in the development of tumor-associated catabolism and chemotherapy-induced mucositis.
AIM: The aim of this project is to determine if manipulation of the intestinal microbiome with prebiotics, probiotics and
bacteriocins (also referred to as lantibiotics) exerts beneficial effects on inflammation, gut permeability and metabolism in a
murine model of neuroblastoma. Additionally, a human work package should determine if the changes in the intestinal
microbiome observed in mice can also be seen in children with neuroblastoma.

METHODS: An established neuroblastoma model will be used to cause cachexia in mice. Additionally, a group of animals will
receive chemotherapy. One work package will analyze the effect of Omni-Logic® Apfelpektin (a prebiotic containing pectin
oligosaccharides) and Omni-Biotic® AAD (a probiotic) on these mice. The main focus will be on the intestinal microbiome

(16S rRNA gene profiling), bacterial metabolism (gas chromatography of fecal volatile organic compounds), gut permeability
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(permeability testing, PCR for tight junction proteins, intestinal apoptosis), mucositis (bowel histology and citrullin ELISA),
inflammation (ELISA of pro- and anti-inflammatory cytokines) and metabolism (muscle and adipose tissue mass, glucose
tolerance). Additionally, data gained on microbial alterations by tumor and chemotherapy will be used to select specific
bacteriocins and bacterial metabolites to influence the microbiome. These substances will be prepared for in vivo testing and
applied to the same animal model. A basic science human work package will address the question if there are differences in
the intestinal microbiome and the volatile organic compound profile between children with neuroblastoma and healthy
controls. Furthermore, serial investigations in children with neuroblastoma will assess whether of not these patients show
alterations of the intestinal microbiome under chemotherapy.

INNOVATIONS: In this project cutting edge technology will be used to gain information about the main research topics.
Especially the examination of volatile organic compounds in relation to the other tests is novel in this research field and
provides non-invasive information about bacterial metabolism and indirectly on the patients’ inflammatory system and
metabolism. The pre- and probiotics tested in this project are available on the market. If they lead to a reduction of tumor- or
chemotherapy-induced disturbances of inflammatory system, gut barrier or metabolism in this project they may be easily
used as supportive measures in the anti-cancer therapy of the future. The use of bacteriocins has presently not been tested
in this context. If these substances would prove effective then this project would be a first important milestone towards

human application of bacteriocins.
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