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Definition nach S3-Leitlinie der DGVS und DGNM
* einzelne oder kombinierte chronische (>3 Monate) Darmsymptome
* eine relevante Einschrankung der Lebensqualitat
* keine andere im Rahmen der klinischen Untersuchung erhobene
Ursache/Erkrankung fUr die Beschwerden
Epidemiologie
* Pravalenz zwischen 2,5 und 25% . In Deutschland 12%.

* Frauen: Manner 2:1

Soziookonomische Folgen

* direkte Kosten: g Milliardens jahrlich (USA)
* indirekte Kosten: 16 Milliardens jahrlich (USA)
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Funktionelle Storungen verandern das Mikrobiom — das Mikrobiom verandert die Darmfunktion
Persistierende Beschwerden nach akuten Infekten
Modulation der Signalubertragung vom Darm zum ZNS (Hypersensitivitat)

modifiziert nach: Konturek, P.C., J.Physiol.Pharmacol., 66: 438-491; 2015
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Neurogastroenterology & Motility

Neurogastroenterol Motil (2012) 24, 521-¢248 doi: 10.1111/j.1365-2982.2012.01891.x

C
Alterations in composition and diversity of the intestinal
microbiota in patients with diarrhea-predominant
irritable bowel syndrome

I. M. CARROLL, * T. RINGEL-KULKA,T J. P. SIDDLE* & Y. RINGEL"

*Division of Gastroenterology and Hepatology, Department of Medicine, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill,
NC, USA
+Gillings School of Global Public Health, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, NC, USA
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Operational Taxonomic Unit (OTU) network analysis of bacterial communities from D-IBS patient and healthy control fecal samples for the
V1-3 16S rRNA region. Nodes represent individual D-IBS samples (red circles), individual healthy control samples (green circles), and OTUs
(white circles). Edges (lines) connecting D-IBS nodes (red edges) or healthy control nodes (green edges) to OTUs indicate whether a given
OTU was found in that sample. The pattern of green and red edges indicates that although both groups share common OTUs, D-IBS samples
share more OTUs in common and segregate from healthy control shared OTUs.
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Das Mikrobiom: ein ,neu-entdecktes" Organ
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Marchesi et al., 2016

Die Gesamtheit aller nicht-
menschlichen DNA bzw. allen nicht-
menschlichen Lebens (Mikrobiota/
Mikroflora) am menschlichen Korper.

ca. 10*-10*® unterschiedliche
Organismen (Bakterien, Viren,
Protozoen, ...)

ca. 1000 bakt. Spezies

unser ,Hauptaugenmerk" gilt dem
~gut-microbiome", insbesondere
dem Colon-Mikrobiom
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' ol sample Homogenize and Filter out residual Homogenous, liquid
im healthy liquefy by blending solid feces through sample ready for
donor with sterile saline metal sieve transplantation

“al
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® Bacteria ™ Colonocytes Colonoscopy A
¥ Archaea ™ Fungi
" Viruses ™ Metabolites, Protists, Other

Bojanova DP, Bordenstein SR (2016) Fecal Transplants: What Is Being Transferred? PLoS Biol 14(7)
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Efficacy of Sterile Fecal Filtrate Transfer for Treating Patients With Clostridium difficile Infection
Stephan J. Ott, Gastroenterology 2017;152:799-811
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Efficacy of Sterile Fecal Filtrate Transfer for Treating Patients With Clostridium difficile Infection
Stephan J. Ott, Gastroenterology 2017;152:799-811



UNIVERSITATS
KLINIKUM
ulm

Die Welt der Viren

Engineered

Engineered
Host-
associated

Marine

Freshwater

Host-associated
onenby

Non-marine

Host- ! v
associated saline an
plants alkaline

T. springs
S T. other

T. soil

Terrestrial ARTICLE

Uncovering Earth’s virome
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Natalia Mikhailova', Edward Rubin!23, Natalia N. Ivanova' & Nikos C. Kyrpides'



UNIVERSITATS

Individuelles Mikrobiom — (teilweise) genetisch determiniert u KLINIKUM
ulm

Individuality in gut microbiota composition is
a complex polygenic trait shaped by multiple

environmental and host genetic factors . 1 ;
Andrew K. Benson™’, Scott A. Kelly®, Ryan Legge?, Fangrui Ma?, Soo Jen Low?, Jaechyoung Kim®, Min Zhang?, 17 o AT I W["‘
Phaik Lyn Oh® Derrick Nehrenbergb. Kunjie Huab. Stephen D. Kachman®, Etsuko N. Muriyamad. Jens Walter?, ' AT VR 2l — [ )
Daniel A. Peterson®, and Daniel Pomp®® PN v
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Browse ~ Search ~ Downloads  About - Contact Us

é HMDB

Search metabolites

Browsing metabolites

Filter by metabolite status:

Detected and quantified ~ Detected but not quantified | Expected but not quantified | Predicted
Filter by biofluid:

~ OtherFluids | | Saliva | Cerebrospinal Fluid | | Urine [ | Blood Feces | | Sweat
Filter by origin:

~ Plant | Microbial | Cosmetic | Toxin/Pollutant — Food ' Drug [ | Exogenous | | Endogenous (  Drug Metabolite

Extract data from these results A

Displaying metabolites 1 - 25 of 1170 in total

2 3 4 5 ... Nextr Last»

Formula
HMDE ID © Average Mass
CAS Number Name Structure Mono Mass
C7H11N302
HMDB0000001 Methwihistid
1-Methylhistidine
5325800 169.1811
169.085126611
HMDB0094710 3-[3-(Sulfooxy)phenyl]propanoic acid
‘F
e
HMDB0094712

Serylleucine

ropy e

Biofluid Location

Blood
Cerebrospinal Fluid (CSF)
Feces
Saliva
Urine

CgH1906S

Feces
246.23
246.019809216

CgH1gN204

Feces
218.253

218.126657068
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' ol sample Homogenize and Filter out residual Homogenous, liquid
im healthy liquefy by blending solid feces through sample ready for
donor with sterile saline metal sieve transplantation
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® Bacteria ™ Colonocytes Colonoscopy A
¥ Archaea ™ Fungi
" Viruses ™ Metabolites, Protists, Other

Bojanova DP, Bordenstein SR (2016) Fecal Transplants: What Is Being Transferred? PLoS Biol 14(7)
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Table 1 Microbiota alterations in irritable bowel syndrome

Sample type/method

Subjects recruited Key finding

Faecal microbiota (at 3 mo intervals)/Q-PCR IBS (27, Rome NI Criteria; [BS-D = Decreased Lactobacillus spp in IBS-D; Increased Vedllanellaspp  [2]

{covering about 300 bacterial species)

Faecal microbiota/ Q-PCE. {10 bacterial
groups), Colture, HPLC

Fascal micobiota(0, 3, 6 mo) /Culture based
techmiques, PFCR-DGCE enalysis

Paecal microbiota) DINA-based PCE-DGGE,
FIMA-based FT-PCR-DGGE

Faecal Microbiota,/ GC Fractionation, 165
ribosomal FNA gene cloning and dlone
sequencing qRT-PCR

Faecal Microbiota/GC Fractionation, 165
ribosomal FNA gene cloning and dlone
sequencing, qRT-PCR

Paecal Microbiota/qRT-FCR

Faecal Microbiota/DGGE 16s iRNA

12 IBS-C =9 [B5-A = ); Healthy in IBS-C; Differences in the Closimidivm cocooides subgroup and
Confrols (22) Bifudobacterium catenulafum group between [BS patisnts and
contzols
IBS (26, Fome 0/0; [B5-D=8; Higher counts of Veillonell and Lackoberillus in IB5 os contrals;
B5-C=11 [B5A=7); Healthy Higher levels of acetic acid, propionic acid and total orgamic
Confrols (26) acids in IBS o5 controls
IES (26, Rome 0;[BSD=12  More temporal instability in IBS group; No difference in the
IB5-C =9 IB3-A=3); Healthy  becteroides, bifulobacteria, spore-forming bacteria, lectobaclli,
Controls {25) enterococol of yeasts, Slightly higher numbers of coliforms as
well as an inreased aerobe-ansercbe ratio in IBS group
IB5 (16, Fome 1I; [B5-D'=T. [B5-C Higher instability of the bacterial population in IBS compared
=6; [B5-A = 3); Healthy Controls  fo controls; Decreased proportion of C. cocooides-Enbacterinm

16) rectale in BS-C
IES (24 Fome 1;IBSD=10;  Significant differences in phylotypes belonging to the genera
IBS-C =5; IBS-A = 6); Healthy Coprococcus, Collinsella and Coprobacillus
Controls {13)
IES (12, Rome Il, ANTBSD);  Significant differences between clone hbraries of [ES-D pa-
Healthy Conirels (22} tients and controls; Microbial compumities of IBS-D patients

enriched in Frotesbacteria and Firmicuies, teduced Actinobacteria

and Bactsroidetss compared to control: Greater sbundance of

the family Ladmospiraceas in IBS-D

IES (20, Fome 1; [ES D=5 [ESC Intestinal microbiota of the IES-D) patients differed from
= §; IBS-M =4); Healfiy Conirols ~ other sample groups; A phylotype with 85% similarity to C.
{15) thermosuccinogenes significantly different between IBS-D and
contrals,/TBS-M; A phylotype with 94% similarity to R torques
‘more prevalent in TBS-D than confrals: A phylotype with 93%

similarity o R. torques was altered in IBS-M compared to
contrals: R bromii-like phylotype altered in TBS-C comparisan

to controls
IES (1. Fome 1); Healfhy Con-  Biodiversity of the bacterial species was significantly lower in
trals (22) IES fhan controls; presence of B. pulgatus, B. ovatus, B. uiformis
and Paralacisroidss sp. in healfiry vohmisers distinguished
them from IBS

Faecal Microbiota/ DOGE 16s1RNA, gRT-FCR. IS {11, Fome 1; NonIBSpa-  IES subjects had a significantly higher diversity Bacteroide-

=]

29

[26]

[244]

(2]

151

IBS Patienten konnen Uber die
intestinale Bakterienflora
differenziert werden
IBS Patienten unterscheiden sich im
Firmicutes : Bacteroides Verhaltnis
von der Referenzpopulation
Heterogene Studienlage in
Abhangigkeit von

* Methodik

* Studienpopulation

Paul J Kennedy, WJG 21:14105-14125; 2014



Allogene Mirkobiota Rekonstitution bei IBS-D

— Rationale 2018
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* Severe
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IBS Patienten konnen Uber die
intestinale Bakterienflora
differenziert werden
IBS Patienten unterscheiden sich im
Firmicutes : Bacteroides Verhaltnis
von der Referenzpopulation
Heterogene Studienlage in
Abhangigkeit von

 Methodik

* Studienpopulation
Aus aktueller Sicht differenzieren
(bakterielle) Signaturen zwischen

* Klinischer Auspragung

* Schwere der Symptomatik

J. Tap, Gastroenterology, 152:111-123; 2017
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Fragen:

Patienteninteresse?

» kurzfristig hohes Interesse von > 20 Patienten mit IBS-D in der gastroenterologischen
Ambulanz (aktuelle ,Warteliste" von 30 Patienten!)

Sicherheit?

Gesetzliche Regularien einer Allogenen Mikrobiota Rekonstitutionsstudie?
» umfangreiche Konsultation BfArM, PEI und RKI
» keine Festlegung der BOB

» Entscheidung zur Konzeption einer ,MPG" Studie mit umfangreichen Monitoring, DSMB,
Pharmakovigilanz, Verblindung, ....

* Finanzierung?
» Programm Klinische Studien der DFG
» SE 676/13-0



. . T UNIVERSITATS
Allogene Mirkobiotarekonstitution KLINIKUM

- Sicherheit ulm

Publizierte Nebenwirkungsrate

Effect Number of Overall %
patients (N =1190)
Abdominal distension/bloating/ 28 2.35%
cramping
Flatulence 25 2.1%
Diarrhoea 23 1.93%
‘Irregularity of bowel 14 1.18%
movements’
IBS symptoms 13 1.09%
Constipation 13 1.09%
Abdominal pain/tenderness 11 0.92%
Fever 11 0.92%
Nausea 7 0.59%
IBD flare/deterioration 5 0.42%
Gram-negative bacteraemia 4 0.34%
Perforation/tear 3 0.25%
Belching 3 0.25%
Attributable death® 3 0.25%
Blood in stools 2 0.17%

IBS, irritable bowel syndrome; IBD, inflammatory bowel disease.

2 This includes a case report® published since the search; therefore,
this one case is not represented in the overall denominator figure (the
percentage rate, however, remains unchanged by this addition).

M. Baxter, JHospitallnfec 92: 117-127; 2016
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Arzneimittel gemal3 AMG §2
« BOB: BfArM

* Erlaubnisfreie Herstellung (AMG §67) nur im 1:1 individuellem Heilversuch durch Arzte und
zur Ausubung der Heilkunde bei Menschen befugten Personen gemal? § 13 Abs. 2b AMG und
§ 20d AMG

Indikationsstellung

Studien entsprechend den Regularien der Arzneimittelprifung

Herstellung entsprechend den (Industrie-) Standards der Arzneimittelproduktion

Herstellungserlaubnis durch die zustandige Bezirksregierung

Qualitatssicherung entsprechend den Regularien der Arzneimittelherstellung



AMR im europadischen Umfeld —
Glickliches Osterreich
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* Stuhlsuspension ausdricklich nicht als Arzneimittel eingestuft!

Mitteilungen RELS]

Empfehlungen zur Anwendung der fakalen Mikrobiotatransplantation
,Stuhltransplantation“: Konsensus der Osterreichischen Gesellschaft fiir
Gastroenterologie und Hepatologie (OGGH) in Zusammenarbeit mit der
Osterreichischen Gesellschaft fiir Infektiologie und Tropenmedizin (OEGIT)

Recommendations for the use of faecal microbiota transplantation ,stool transplantation*:
consensus of the Austrian Society of Gastroenterology and Hepatology (OGGH) in cooperation
with the Austrian Society of Infectious Diseases and Tropical Medicine

Autoren P. K. Kump', R. Krause?, C. Steininger’, H. P. Grochenig®, A. Moschen®, C. MadI°, G. Novacek’, F. Allerberger®,
C. Hogenauer'

Institute Die Institutsangaben sind am Ende des Beitrags gelistet.

-az. Urheberrechtlich geschutzt.

Statement 3. Andere Indikationen

» Die Anwendung der FMT bei Patienten mit Colitis ulcerosa

kann in einigen Fillen zu einer Verbesserung der Krank-
heitsaktivitdt fithren. Da die Wirksamkeit durch Studien
nicht sicher belegt ist und keine allgemein etablierten
FMT-Protokolle vorhanden sind, sollten Colitis-ulcerosa-
Patienten nur im Rahmen von klinischen Studien mittels
FMT behandelt werden (EL 4, RG C)

Der Einsatz der FMT zur Behandlung der rekurrierenden
C.-difficile-Infektion bei gleichzeitig bestehender chro-
nisch-entziindlicher Darmerkrankung (CED) ist eine Thera-
piemdglichkeit, die aufSerhalb von klinischen Studien erfol-
gen kann. Die Therapieerfolge sind jedoch im Vergleich zu
Patienten ohne CED geringer (EL 4, RG C)

» Andere mdgliche Indikation zur therapeutischen Anwendung

der FMT wie der Morbus Crohn, funktionelle Magen-Darm-
Erkrankungen (inkl. Reizdarmsyndrom), metabolische Er-
krankungen (inkl. Adipositas) oder Autoimmunerkrankun-
gen sollten wegen fehlender Evidenz derzeit nur im Rahmen
von klinischen Studien erfolgen (EL 5, RG D)



Fazes als ,Arzneimittel" — Probleme im Beispiel

UNIVERSITATS
KLINIKUM
ulm

Herstellu kasuistik

- "e=<Stuhltransplantation bei therapierefraktarer

1L Die adingerstr. 5,
200:010Stridium-difficile-assoziierter Kolitis  ispension .
11 E . Alexander Kleger, Jacqueline Schnell, Andreas Essig, Martin Wagner, Martin Bormmer, : Uh'ﬂ..
" S1 Thomas Seufferlein, Georg Harter .
Stat Frisch ( 6 Stunden) Spenderstuhl Dy
@ Frischen ( <6 Stunden) Spenderstuhl wiegen T
abd ® Fr die koloskopische Applikation kann die gesamt Stuhimenge verwendet werden FUblngen
vor; ® Furdie nasogastrale Applikation Verwenden von etwa 30-50 g Stuhl udie durch

® Aufigsen des Spenderstuhls in 250-500 mL (koloskopische Applikation) beziehungsweise 25-100 mL (nasogastrale Appli-
dl kation) sterilem Wasser oder physiologischer Kochsalzlosung
® Homogenisieren der Losung durch Rihren oder Schiitteln
® Filtrieren der Suspension Uber Gaze oder Kaffeefilter oder 0,25-mm-Laborsiebe, um feste Bestandteile zu entfernen (insge-
Anforder samt2-3-mal)
® Aufziehen der Suspensmn in 50-mL-Spritzen und Aufbewahrung bei Raumtemperatur bis zurAppllkatlon
Detaillieri= = rimrm i i, :

Nachweis
Als Arzt n

Neueinric
Schleuse |

Angaben [

vinschliellich
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Investigator Brochure (IB) fur eine Stuhlsuspension nach AMG
7.5 APPENDIX 2:
TABLE OF CONTENTS OF INVESTIGATOR'S BROCHURE (Example)
- Confidentiality Statement (OPLONAL) ......c..ccovteerieiiiieriieeireeir e e e e e ebeesseeesesnes
- Signature Page (OPLtioNaL) .......cociiiiei ettt sttt e
1 Table OF CONLENLS .....ccueeriireieieieetert ettt st sttt et s et esee st e sseeaseeneesaeeeesens
2 N 7001 01 04 b ) o 7SRRI
3 INETOAUCTION ...ouviiiiiiieiiet ettt ettt et s ettt e et e sab et esbeese e s s esbeentesreanseeens
4 Physical, Chemical, and Pharmaceutical Properties and Formulation ...........cccceevenee.
5 INONCHNICAl STUAIES ...eeieeie ettt ettt sttt et st ere e
5.1  Nonclinical PharmMacolOogy .......cccceeeieeeceeeieeeeieeeeeeecteeeeteeeteeerteeeteeeeteeeseeseeesaeesneesssessaenns
5.2 Pharmacokinetics and Product Metabolism in Animals ..........ccccceverveeverveeveenenceseeneneees
5.3 TOXICOIOZY cureuietitiietirterienttrte st steseesresas st et st e b et e sbes e s sremseesesaeeneeseeneensensensennensansen
6 Effects in HUMANS .....oovieiirieiieieriecece ettt et e e e e e e e e e e s
6.1 Pharmacokinetics and Product Metabolism in HUmans ............ccoeerveevinieennnnecscnennens
6.2  Safety and EffiCACY ...cccoviiiieeieeeceeee ettt ettt ettt et eee e nneenas
6.3 Marketing EXPEIICNCE .....cccveiieerieiiiieiecie s tet e cteste st ae e stesrse e estesrsesssenseeneesreansenens
7 Summary of Data and Guidance for the Investigator .........ccccvvveeviieeiieeiiieciieecieeerceecienenns
NB: References on 1. Publications
2. Reports
These references should be found at the end of each chapter Auszug GCP, INTEGRATED ADDENDUM TO ICH E6(R1)

. . GUIDELINE FOR GOOD CLINICAL PRACTICEE6(R2)
Appendices (if any)
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Investigational Medicinal Product Dossier nach AMG fir

die Stuhlsuspension und
das Placebo (NaCl 0.9% / Glycerol 25% w/w)

das Dossier zum Prufpraparat (,,Investigational Medicinal Product Dossier*,
IMPD) mit folgendem Inhalt:

a) Unterlagen Uber Qualitat und Herstellung

b) Unterlagen lber die pharmakologisch-toxikologischen Priifungen [Die
Ergebnisse praklinischer Studien zur Pharmakokinetik, Sicherheitspharmakologie
und Toxikologie sollen in einer Tabelle dargestellt sein. Eine Beispieltabelle findet
sich auf den Seiten des BfArM unter:
Lhitp://www.bfarm.de/cln_042/nn_671748/SharedDocs/FAQ/DE/Arzneimittel/klinPr/
tox/2nz/at-amklinpr-tox2-faq20.html]

c) Entwurf der vorgesehenen Kennzeichnung des/der Prufpraparates/e
entsprechend § 5§ GCP-V

d) die Herstellungserlaubnis aller Hersteller mit Sitz in der EU oder dem EWR in
Kopie,

e) soweit zutreffend, die Einfuhrerlaubnis in die EU in Kopie
- bei Importeuren mit Sitz im Geltungsbereich des AMG gemaR § 72 AMG,
- bei Importeuren mit Sitz in einem anderen Mitgliedstaat der EU gemaR Artikel

13 Abs. 1 der Richtlinie 2001/20/EG,

zusatzlich zur Einfuhrerlaubnis ist ein von der sachkundigen Person des Importeurs
unterzeichnetes Zertifikat auf GMP-konforme Herstellung (GMP-Compliance)
einzureichen,

f) Unterlagen lGber Ergebnisse von bisher durchgefiihrten klinischen Priifungen
sowie weitere bekannt geworde_zn.e klinische Erkenntnisse Auszug GCP, INTEGRATED ADDENDUM TO ICH E6{R1)

g) zusammenfassende Nutzen-Risiko-Bewertung GUIDELINE FOR GOOD CLINICAL PRACTICEE6(R2)
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m Ausschlusskriterien Voruntersuchungen

Alter 21-35 Jahre Alter > 35 Jahre, Ubergewicht/Adipositas (BMI > 25) oder Blutuntersuchungen:
Body Mass Index 19-25 kg/m? Mangelerndhrung, Raucher Differentialblutbild, Elektrolyte (Natrium, Kalium,
ausgefiillter Screeningfragebogen RegelmaRige Dauermedikation (ausgenommen Kontrazeptiva) Calcium), Kreatinin und Leberfunktionsparameter

Vorliegen einer Hepatitis-, HIV-Infektion; frische, aktive EBV/CMV-  (Bilirubin, AST, ALT, GGT)
Infektion,infektiose Darmerkrankungen (Viren, Bakterien, Wirmer, ..)  Hepatitisserologie (Anti-HAV, anti-HBc, HBs-Ag, anti-
akute Diarrhoe i AMlachan HCV, Hepatitis E-IgG/IgM)
yphus- oder Salmonelleninfektion HIV-Serologie (HIV-1,-2)
in den letzten 6 Monaten stattgefundene Reise in Lander mit niedrigem TLV-1/-2-Serologie
Hygienestandard und/oder erhoéhtes Risiko fiir infektiose  CIyIV- und EBV-Serologie
Darmerkrankungen philis-Serologie (Treponema pallidum)
on Bluttransfusionen in der Vergangenheit Toxoplasma-Serologie
%o

und unterschriebene Einwilligung

spartner, kirzliche  Strongyloides stercoralis
itowierung oder Piercings, Drogenkonsum, Gefangnisaufenthalt, ... Trichinella species
schwieriger, als in Harvard pmnestisch  bestehende Risikofaktoren fiir vCID (Variante der
angenommen zu werden . utzfeld-Jakob-Krankheit), Antibiotische Therapie in den letzten 3

sagte Edelstein von naten,' Anamnestisch r?gt.elma!&ge' abdominelle Beschwerden,
Anamnestisch StuhlunregelmaRigkeiten in den letzten 6 Monat
Chronische Diarrhoe oder chronische Obstipation, Sprachliche Barriere b
der Einwilligung

1 Stuhlspender zu werden ist

Stuhluntersuchungen:
Clostridium-difficile-PCR

Stu pylobacter spp., Shigellen,

OpenBiome

Bei Frauen: bestehende Schwangerschaft Salmonellen, Yersinien und darmpathogene E. coli
Jegliches Vorliegen einer gastrointestinalen Erkrankung, z.B. chronisch-  (EHEC)

entzlindliche Darmerkrankung, Sprue, Darmpolypen, Vorliegen eines Adeno-, Rota-, Astro- und Noroviren, Enteroviren
Malignoms aktuell oder in der Vorgeschichte Stuhlmikroskopie auf Parasiten/Wurmeier (beinhaltet
Vorliegen eines Reizdarmsyndroms Untersuchung auf Lamblien)

Vorliegen von Diabetes mellitus, Ubergewicht (BMI >25) oder Amdben

Metabolischem Syndrom Cryptosporidium, Cyclospora, Isospora

Vorliegen einer neurologischen oder psychiatrischen Erkrankung Blastocystis species

Vorliegen eines chronischen Schmerzsyndroms (z.B. Fibromyalgie, Microsporidium

Fatigue-Syndrom, ...) Helicobacter pylori-Antigen

Vorliegen einer autoimmunen Erkrankung Listeria monocytogenes

Vorliegen von Allergien und atopischen Erkrankungen

European consensus conference on faecal microbiota transplantation in clinical practice Cammarota G, et al. Gut 2017
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AMIRA- Studie: AMR: Stuhlaufbereitung und
Applikation

Stuhlprobe wird unter Zugabe von 5ml 0.9 % Kochsalzlésung / 1g Feuchtgewicht im
autoklavierten Homogenisator aufgeschwemmt und homogenisiert

1. Zentrifugation: bei 300g / 1200rpm / 4°C / 10min—> Sedimentation fester Bestandteile

2. Zentrifugation: bei 6000g / 5400rpm / 4°C / 30min, der Uberstand wird abgenommen
und die bakterienhaltige Interphase (Volumen ca. 5ml) fiir die weitere Aufbereitung
abgenommen

Das Konzentrat wird mit 50% Glycerol und 0.9% NaCl Lésung auf ein Endvolumen von 10ml
eingestellt und bei -80°C gelagert

Stuhllésung oder Kochsalzlosung wird tiber den Splihlkatheter tief in das Duodenum
appliziert
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Einschlusskriterien

* Alter 18-70 Jahre

 Vorliegen eines Reizdarmsyndroms vom
Diarrhoe-dominanten Typ nach den ROM
ll- Kriterien

* Relevante Beschwerden und Symptome
entsprechend einer reduzierten
Lebensqualitat nach den IBS-QOL
Fragebogen (Score < 60 Punkte)

* Dauer der Beschwerden > 1 Jahr vor
Studieneinschluss

* Anhaltende Beschwerden > 1 Jahr vor
Studieneinschluss

* Keine wegweisenden Befunde in einer
Gastroskopie und Koloskopie mit
Stufenbiopsien, die innerhalb den letzten 2
Jahre durchgefihrt worden seien missen.

Ausschlusskriterien

Infektiose Enteritiden

Chronisch-entzindliche
Darmerkrankungen

Kollage/Lymphozytare Kolitiden
Sprue

Chologene Diarrhoen
Fruktose-/Glukoseintoleranz
Neoplasien im Gastrointestinaltrakt

Antibiotische Therapie in den letzten 3
Monaten

Z.n. Operationen im Bereich des Abdomens

Schwangerschaft, Demenz, etc.
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Primarer Endpunkt

* Verbesserung des Irritable Bowel Syndrome — Severity Scoring System (IBS-SSS)
um 105 Punkte bei Pat. mit RDS-D an Tag 9o nach AMR gegeniber dem
Ausgangswert.

Sekundare Endpunkte
* Sicherheit (Follow up Visiten, Patiententagebuch)

* Verbesserung des Irritable bowel Syndrome — Quality of life (IBS-QOL)
Fragebogens

* Erfassung von Veranderungen und Akzeptanz des Spendermikrobioms nach
AMR (16S rRNA Sequenzierung und Evaluation der quantitativen Diversitat)

* Korrelation der Ubernahme des Spendermikrobioms mit der Verbesserung des
IBS-SSS.



Donor screening

n=6

- checklist for inclusionfexclusion criteria
- laboratory testing (stool + blood)

Visit 1

Patient with IBS-D

assessed for eligibility: n=60

-1BS-QOL

- checklist for inclusion/exclusion criteria
- written informed consent

Microbiome analysis
16S rDNA sequencing

v

Patients with IBS-D
assigned to the trial n=42

Visit 2 (day -7

- abdominal sonography

- laboratory testing, vital signs, exam
- baseline evaluation of IBS-SSS

- start patients journal

- patients journal for 3 months

- pre-treatment 16S-rDNA sequencing

v
Visit 3 (day 0)

- 2:1 Randomization (Verum/Placebo)

-AMR
v

Visit 4 (day 7)
- short term safety evaluation
Visit 5 (day 30)

- safety evaluation
- first evaluation of IBS-SSS post AMR

v

Patients do not meet

inclusion criteria
—

n=18

Responders

-Decrease of IBS-SSS > 105 points

Non-Responders
-Decrease of IBS-SSS < 105 points

v

Visit 2-1l (day -7/day 97-1)

N

Verum group

Visit 341 (day 0/10441)
-Second AMR

Placebo group

Visit 341 (day 0/10441)
-First AMR

v

v

<
]
S

Al (day 7-ll/day 1114)
41 (day 30-i/day 1344)
41 (day 90-i/day 1944)
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Faecal microbiota transplantation versus placebo for

moderate-to-severe irritable bowel syndrome: UNIVERSITATS
a double-blind, randomised, placebo-controlled, KLINIKUM
parallel-group, single-centre trial ulm

Peter Holger Johnsen, Frank Hilpusch, Jorunn Pauline Cavanagh, Ingrid Sande Leikanger, Caroline Kolstad, Per Christian Valle, Rasmus Goll

Placebo (n=28) Active (n=55) A
400 —@- Placebo
Age (years) 45 (34to 57) 44 (33to 54) ¢ —m- Fresh transplant
—A— Frozen transplant
Sex
Women 19 (68%) 36 (65%)
Men 9(32%) 19 (35%) "
IBS subtype ﬁ
[aa]
IBS with diarrhoea and 15 (54%) 24 (44%) -
constipation (mixed)
IBS with diarrhoea only 13 (46%) 31 (56%)
Time with IBS (years) 10 (6to 16) 10 (5t0 19)
IBS-SSS at inclusion 278 (223 t0 254) 260 (226 t0 313) '
Functional disorder 9 (32%) 14 (25%)
comorbidity*
Total FODMAP before FMT 0-0 (-4-0to 4-7) 0-0 (-6-9t0 4-9)
(g/day)t
Data are median (IQR) or n (%). FODMAP=fermentable oligosaccharides,
disaccharides, monosaccharides, and polyols. FMT=faecal microbiota -
transplantation. *Self-reported by questionnaires at inclusion; includes fibromyalgia, A
chronic fatigue syndrome, jaw pain, and pelvic pain. tCalculated from the 5-day &
dietary record. IBS=irritable bowel symptom. SSS=severity scoring system.
Table 1: Baseline characteristics

Time (months)
Peter Holger Johnsen, Lancet GastroHepatol, S - -, 2017
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AMIRA Studie u UNIVERSITATS

Studiendesign:

* Prospektive, 2:1 randomisierte, oligozentrische, Placebo-kontrollierte, doppelblinde
Interventionsstudie

Studienziel:

* Evaluation einer allogenen Mikrobiom-Rekonstitution (AMR) als neue Therapieoption in der
Behandlung von Patienten mit Diarrhoe-dominanten Reizdarmsyndrom (RDS-D) entsprechend den
ROME lll-Kriterien

Intervention:

* gastroduodenale Mikrobiom-Infusion (Verum) / Glycerol-Kochsalzlésung (Placebo)

* Follow-up pro Patient: 3 Monate (doppelblind) gefolgt von g Monaten open-label Follow-up

Einschlusskriterien:

* Patienten mit einem Diarrhoe-dominanten Reizdarmsyndrom entsprechend den ROME Il Kriterien

* Symptomdauer mindestens 1 Jahr

* IBS-QOL < 60 points

Primarer Endpunkt:

* Verbesserung des IBS-SSS um >105 Punkten bei Patienten mit RDS-D (dichotomes Outcome:
ja/nein) an Tag 9o nach AMR (Visite 6) gegeniUber dem Ausgangswert (Visite 2)

Sekundare Endpunkte:

* Sicherheit, Verbesserung des IBS-QOL, Erfassung von Veranderungen und Akzeptanz des
Spendermikrobioms nach AMR (16S rDNA-Sequenzierung und Evaluation der quantitativen
Diversitat), Korrelation der Ubernahme des Spendermikrobioms mit der Verbesserung des IBS-SSS
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AMIRA Studie u UNIVERSITATS

Statistik:

* Primarer Endpunkt:

* Wirksamkeit der AMR versus Placebo durch Verbesserung des IBS-SSS um > 105 Punkte
gegenuUber dem Ausgangswert (dichotomes Ereignis), Chi-Quadrat-Test (zweiseitig,
Signifikanzlevel 5%)

 Explorative logistische Regressionsanalyse zur Untersuchung der Kovariablen Spender und
Zentrum

e Sekundare Endpunkte:

* Deskriptive Statistik, explorative Analyse durch entsprechende statistische Tests (u.a. Mann-
Whitney U-Test, t-Test, Chi-Quadrat-Test)

* Fallzahlschatzung:

* Geplantes Screening: n=60
« Studieneinschluss, ITT-Kollektiv: n=42

* Per Protocol-Kollektiv: n=33
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AMIRA- Studie- Dr.med.L.Rauschek-Innere Medizin |-10.10.2017
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Abdominale Schmerzen und Unwohlsein verbunden mit:
* veranderten Stuhlgewohnheiten > 3 Monaten (2-3 Tagen)

* Fehlen struktureller Abnormalitaten

Assoziiert mit <2 der folgenden Parameter:
* Besserung der Beschwerden mit Stuhlentleerung
* Beschwerdebeginn mit Veranderung der Stuhlfrequenz

* Beschwerdebeginn mit Veranderung der Stuhlkonsistenz
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Vielen Dank fur lhre Aufmerksamkeit !

STUHLTRANSPLANTATION



UNIVERSITATS
KLINIKUM

Zubereitung der Suspension alm

Materialpraparation
® Frischen ( <6 Stunden) Spenderstuhl wiegen
® Fir die koloskopische Applikation kann die gesamt Stuhimenge verwendet werden

® Fir die nasogastrale Applikation Verwenden von etwa 30-50 g Stuhl




. . UNIVERSITATS
Zubereitung der Suspension KLINIKUM

ulm
Stuhltransplantation bei therapierefraktarer
Clostridium-difficile-assoziierter Kolitis

Alexander Kleger, Jacqueline Schnell, Andreas Essig, Martin Wagner, Martin Bommer,
Thomas Seufferlein, Georg Harter
Materialpraparation
® Frischen ( <6 Stunden) Spenderstuhl wiegen
® Fr die koloskopische Applikation kann die gesamt Stuhimenge verwendet werden
® Fur die nasogastrale Applikation Verwenden von etwa 30-50 g Stuhl
® Auflosen des Spenderstuhls in 250-500 mL (koloskopische Applikation) beziehungsweise 25-100 mL (nasogastrale Appli-
kation) sterilem Wasser oder physiologischer Kochsalzlosung
® Homogenisieren der Losung durch Rihren oder Schiitteln
® Filtrieren der Suspension Uber Gaze oder Kaffeefilter oder 0,25-mm-Laborsiebe, um feste Bestandteile zu entfernen (insge-

samt 2-3-mal)

® Aufziehen der Suspension in 50-mL-Spritzen und Aufbewahrung bei Raumtemperatur bis zur Applikation
T
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Bojanova DP, Bordenstein SR (2016) PLoS Biol 14(7)
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Ubersicht

* Das Reizdarmsyndrom

* Die Mikrobiom-Analyse

 Bisherige Erfahrungen mit Stuhltransplantationen beim Reizdarmsyndrom
* Studiendesign

* Studienziel

* Auswahl der Spender und der Patienten

* Allogene Mikrobiota Rekonstitutionstherapie: Stuhlaufbereitung und
Applikation



Komplexitat des Metagenoms — UNIVERSITETS

Grundlagenwissenschaft

KLINIKUM
ulm

Control

Phenotypic difference

Mutant

when mice bred separately

!

Breed littermate controls

Test for phenotypic differences

Mutants = controls

Favours host chromosome
trait dominance

Mutants = controls

Favours microbiome
trait dominance

Y Y/
1
|
Identify host gene and mechanism | Identify the microbe(s)
« Map gene ! o.Map mlc!'obe to bacteria,
* Find cellular target ' virus, fqul, etc. by
* Determine molecular mechanism ' sequencing .
| microbiome and functionally
; altering microbial communities
(gnotobiotics, isobiotics,
Test for combination of host antibiotics, diet, faecal
chromosome and microbiome transplant, co-housing)
generated trait e Culture microbe and identify
¢ Determine if the trait is stable microbe gene(s) and
within facility (cage or dam) mechanism(s)
e Perform functional tests of the ¢ Eliminate trait-related
microbiome (e.g. gnotobiotics microbe
isobiotics, antibiotics, diet, faecal e Add trait-related microbe

transplant, co-housing)

e Eliminate trait-related microbe

e Add trait-related microbe

PERSPECTIVE

Accounting for reciprocal host-
microbiome interactions in experimental
science
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IBS-D IBS-M

1/3 1/3




Allogene Mirkobiota Rekonstitution bei IBS-D — u

Rationale 2012
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IBS Patienten konnen Uber die

intestinale Bakterienflora

differenziert werden

IBS Patienten unterscheiden sich im

Firmicutes : Bacteroides Verhaltnis

von der Referenzpopulation

lan B Jeffery, Gut 61:997-1006; 2012



Enterotypen bel Reizdarmpati Dimversitars
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zufallige Assoziationen ulm
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2 s
2 = Enterotypes and
= M
0 50% - o 50%~ associated taxa
§: s B . Clostridiales
o E B 2: Bacteroides
% 50, - 5 25% . 3: Prevotella
(1T
0% =
0% = . T i i i
- ' ! ' 1 Healthy Mild Moderate Severa
Healthy IBS=C IBS=-D IBS=M IBS IBS BS

Gastroenterology 2017;152:111-123

Identification of an Intestinal Microbiota Signature Associated @
With Severity of Irritable Bowel Syndrome
Julien Tap,"** Muriel Derrien,'* Hans Térnblom,** Rémi Brazeilles,’

Stéphanie Cools-Portier,’ Joél Doré,? Stine Stérsrud,® Boris Le Nevé,' Lena Ohman,>5%§
and Magnus Simrén®*75



AMIRA-Studie: Das Reizdarmsyndrom: Pathophysiologische
Mechanismen
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« Verdnderte viszerale Perzeption

- Stress
« Erziehung
« Psychologische Faktoren

Gehirn

Riickenmark - Gestorte Verarbeitung viszeraler Signale

« Motilitatsstorungen und Transitdnderungen
« Stérungen des autonomen und enterischen
Nervensystems

Darm
re durch erh6hte

Schlelmhautpermeabllltat
« Immunaktivierung und Cytokinfreisetzung
« Aktivierung der Epithel-Immun-Nerv-Achse
« Postinfektiose Plastizitéat
« Nahrung
« Genetische Faktoren
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Also found 22 CRISPR arrays, one examﬁig,

the same individual
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Myoviridae
Siphoviridae
Podoviridae
Tectiviridae
Leviviridae
Inoviridae
Microviridae
Multiple hits
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Lactamase
Pathogenicity factor
Bacteriocin

Plant virus

Euka rﬁotlca’Prokaryotlc
viral shared domain
Restriction modification
Restriction enzyme
RdRP

RNaseH

Reverse franscriptase
Hydrolase

Lysozyme

Peptidase

Amidase
Topoisomerase
Recombinase
Resolvase
Transposase

Phage - DNA packaging
Phage - ferminase
Phage - other

Phage - anti-repressor
Phage - repressor
Phage - holin

Phage - regulation
Phage - other structural
Phage - tail

Phage - baseplate
Phage - portal

Phage - capsid

Phage - integrase

CRISPR spacer tatyéfifty aridthet Gl fise

journal homepage: www.elsevier. <‘194|/Iocate/dld

Progress Report
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OTU = Operational Taxonomic Unit,

e
oo s A

16S rRNA sequencing

PCR amplify NW™ W
165 ANAQoNe V-

l NW~ _NW—
OOOUINEE  CrTasriotaseaTatcrs

l ATTAGGTACCGACCA _
Group sequences into OTUs
Compare OTU sequences
to databases
Identification of:
» Species %
* Relative abundance of T

species within sample D

Nucleic acid

1— extraction/purification | —l

a group of very similar 16S
sequences

v P~

Total microbiome DNA sequencing

Next-generation sequencing

of total DNA from the

microbiome sample

Filter host DNA sequences*

Compare microbial sequences

to databases and

reference genomes

Identification of:

+ Species + Variants

+ Relative abundance of + Polymorphisms
species within sample -+ Functional

* Genes information




Therapeutische Moglichkeiten: Probiotika

WHO Definition: ,Probiotika sind lebende Mikroorganismen, welche ... einen
Gesundheitseffekt auf den Wirt haben.”
Dazu zahlen z.B. E. coli Nissle, Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae

Probleme
Kolonisationsresistenz
Probiotika sind kommensale Bakterien

- Remissions-Therapie bei UC (E. coli Nissle)
(Kruis, Gut, 2004)

- Allergie-Pravention bei Kaiserschnitt-geborenen Kindern
(Kuitunen, J Allergy Clin Immunol, 2009)

- Unterstutzende Therapie bei Rotavirus-Infektionen (Kinder)
(Moreno Muhoz Appl Environ Microbiol, 2011)

- Therapie bei Fruhchen mit NEC (necrotizing enterocolitis)
(Ganguli K, J Clin Gastroenterol. 2011)

- Puchitis nach Kolonrekonstruktion
(Gionchetti, Gastroenterol., 2003)

ibscoloncare.com




The Human VII‘OmELI
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Biotop Mensch - Metageno

Oral cavity

Actinobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Bacteroidetes
Cyanobacteria
Fusobacteria

NatRevGenet, 2012



