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Seznam kratic in okrajSav

APC: antigen predstavitvene celice

BGD: brezglutenska dieta

CD4 celice: celice T pomagalke

CFU: enota, kolonijsko Stevilo mikroorganizmov

ESPGHAN: Evropsko zdruzenje za pediata gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano
HLA: humani levkocitni antigen

IFN-y: interferon gama

IgA: imunoglobulini A

IL: interlevkin

IQR: interkvartilni razmik

KVMK: kratkoverizne ma&obne kisline

TG2: tkivna transglutaminaza (tudi tTG)

TNF-a: dejavnik tumorske nekroze alfa (angl. tumor nsisréactor alpha)

Trl: T-regulatorne celice tipa 1
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POVZETEK

Celiakija je imunsko posredovana sistemska bolekiejg, posledica uzivanja glutena. Edini
do sedaj tinkovit n&in zdravljenja je brezglutenska dieta (BGD), dosle@zvajanje le-te pa
predstavlja tezavo za mnoge osebe s celiakijo. nekaterih osebah kljub strogi BGD
simptomi bolezni vztrajajo in pri 40-50 % je vnese vedno prisotno. V vetudijah je bilo
ugotovljeno, da imajo osebe s celiakijo neravnowegevesno mikrobioto (povan delez
gramnegativnih bakterij in zmanjSan delez bifiddlealk, ki ima pomembno viogo v
patogenezi bolezni. Tudi po uvedbi BGD imajo te beseSe vedno zmanjSan delez
bifidobakterij. Dol@ene vrste Bifidobacterium breveso v in vitro Studijah delovale

protivnetno.

Cilj doktorske disertacije je bil ugotoviti vpliv-Bies€énega jemanjaifidobacterium breve
BRO3 in B632 (v nadaljevanju probiotik) na provnetitokin dejavnik tumorske nekroze alfa
(TNF-a), protivnetni citokin interlevkin 10 (IL-10) v seému in na raven kratkoveriznih

magobnih kislin (KVMK) v blatu pri otrocih s celiakijoa BGD.

V raziskavo smo Vkljéili 10 otrok z na novo odkrito aktivno celiakijo9#trok s celiakijo na
BGD in 18 zdravih otrok. Otroke s celiakijo na BGho randomizirali v dve skupini. Prva
skupina je 3 mesece prejemala probiotik, drugaiskupa placebo. Meritve citokinov TNd-
in IL-10 so potekale po navodilih proizvajalca z towd kemiluminiscence na aparatu
Immulite One. 1z vzorcev blata smo s pafjeo visokozmogljivostne tekonske
kromatografije analizirali ocetno, propionsko, nessl in ml€no kislino. Fermentacijski
indeks ([ocetna kislina] — ([propionska kislinaJa-maslena kislina]) / [skupne KVMK]) smo

uporabili za prikaz vnetnega katika KVMK.

Vi



Pri otrocih s celiakijo na BGD je priSlo po jemamobiotika do zné&lnega znizanja TNFex.
Ob kontroli, 3 mesece po koncu jemanja probioté&,je raven TNkt ponovno zndélno
dvignila. Vrednosti IL-10 so bile pri ¥&i otrok pod ravnjo kvantifiacije. Otroci z aktion
celiakijo so imeli zn&lno viSje z&etne vrednosti ocetne in propionske kisline v blatu
primerjavi z zdravimi otroki. Otroci s celiakijo fABGD so imeli zn&lno vec propionske
kisline v primerjavi z zdravimi otroki. Vrednostiledne kisline so bile pri w@ni otrok pod
ravnjo kvantifikacije. Po jemanju probiotika ni §io0 do znailnih sprememb vrednosti
KVMK v blatu. Fermentacijski indeks (Fl) se je 3 seee po koncu uzivanju probiotika Se

zn&ilno znizal, kar nakazuje zmanjSanje vnetja nairékgvesja.

Z raziskavo smo dokazali, da sta izbrana profnatisevaBifidobacterium breveBRO3 in
B632 delovala protivnetno, saj so se po jemanjtethevrednosti TNFx v serumu zn&lno
znizale in nakazano se je znizal Fl, ki ponazaktvaost kronénega, screvesno floro

povezanega vnetja.

Klju ¢ne besede: celiakija, TNFe, citokini, kratkoverizne ma&®bne kisline, ¢revesna

mikrobiota, bifidobakterije

UDK: 602.3:579.864:577.175.1:616.341-008.1-053.2(8%
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Influence of probiotic Bifidobacterium breveBRO03 administration on the
level of pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines and short-chain

fatty acids in children with celiac disease

ABSTRACT

Celiac disease (CD) is an immune-mediated disdradggered by ingestion of gluten. Gluten-
free diet (GFD) has so far proved to be the onfgative treatment. Many patients with CD
have problems with full compliance to GFD. Symptgpessist in some patients despite strict
GFD and ind0-50 % of them inflammation is still present. k&sing evidence suggests that
persons with CD have gut microbiota dysbiosis @ased number of Gram negative bacteria
and decreased number of bifidobacteria), which payimportant role in the disease
pathogenesis. Even after a long-term treatment @#D patients have a decreased number of
bifidobacteria. Some strains Bifidobacterium brevdiave shownn vitro anti-inflammatory

effect on the gut level.

The aim of doctoral dissertation was to investigéte influence of three months
administration ofBifidobacterium brevédBR03 and B632 (afterwards probiotic) on the pro-
inflammatory cytokine tumor necrosis factor alphENF-o), anti-inflammatory cytokine
interleukin 10 (IL-10) in serum and on the levelsbbrt chain fatty acids (SCFA) in faeces of

children with celiac disease on GFD.

Clinical study was conducted on 10 children wittwlyediagnosed active CD, 49 children
with CD on GFD and 18 healthy children. Childrenhw@D on GFD were randomized in two

groups. The first group received probiotic for #hrmonths and the second group was

Vil



administered placebo. Measurements of cytokines-@dRd IL-10 was performed according
to the manufacturer’s instructions with chemilunsioent immunometric assay in Immulite
One. Faecal samples were analyzed for acetic, gmapibutyric and lactic acid with high
performance liquid chromatography. Fermentatiorexnffacetic acid] — ([propionic acid] +
[n-butyric acid]) / [total SCFASs]) was used for thesassment of inflammatory status in the

gut of patients.

TNF-a levels were significantly decreased in childrethwCD on GFD after receiving
probiotics for three months. At checkup, three rhenafter the end of intervention with
probiotics, TNFe significantly increased again. IL-10 levels westdw the detection level in
most of the children. Children with an active CDdhsagnificantly higher baseline levels of
acetic and propionic acid in faeces compared tdthheahildren. Children with CD on GFD
had significantly higher baseline levels of propeoacid in faeces compared to the healthy
children. Lactic acid levels were below detectiendl in most of the children. After probiotic
administration there was no significant differengesindividual SCFA levels in faeces.
However, faecal fermentation index was significaniiécreased three months after the end of

probiotic intervention, suggesting a decrease ftdiimmation on the gut level.

Our study has shown that select&dbrevestrains have an anti-inflammatory effect. After
administration of the probiotic, TNé&-evels in serum as well as faecal FI decreasedhwh

represents chronical, gut microbiota-mediated mffeation.

Key words: celiac disease, TNE&; cytokines, short chain fatty acids, gut microajot
bifidobacteria

UDK: 602.3:579.864:577.175.1:616.341-008.1-053.2(8%



1. uvoD

Celiakija je imunsko posredovana sistemska bolekene posledica uzivanja glutena in
sorodnih proteinov v pSenici, rzi, ovsu igeenu pri genetsko predisponiranih osebah (1). Je
ena najpogostejsSih krammih bolezni pri otrocih in odraslih. Pogostost lzoliev Evropi je
okoli 1/200-1/100 prebivalcev (2). Nata®ja pojavnosti celiakiie ne moremo v celoti
pripisati zgolj boljSi osve®nosti zdravnikov o bolezni, temyvéudi dejavnikom, ki so do
sedaj Se neznani (3).

Pri bolnikih s celiakijo uzivanje glutena povZrdroni¢no vnetje v mukozi proksimalnega
dela tankegatrevesa, kar vodi v izgubo normalne barierne fumkc¢ievesja in znake
malabsorpcije. Zndlne histopatoloSke spremembe v mukozi so intraémt limfocitoza,
hiperplazija kript in vilusna atrofija (1). Bolezgpoteka s simptomi in znaki na prebavilih
(npr. dolgotrajna driska, trebusnickr napihnjen trebuh, kro#mo zaprtje, bruhanje) ali/in
zunagrevesnimi simptomi (npr. slabokrvnost, nenapred@amizka rast, zakasnela
puberteta, osteoporoza, herpetiformni dermatitisace sklenine, nevroloSke motnje) oz. je
asimptomatska (1,4). Celiakija se pogosto pojaxljgekaterimi avtoimunimi boleznimi, kot
so sladkorna bolezen tipa 1, avtoimuni tiroidiastoimune bolezni jeter, juvenilni krami
artitis, z Downovim, Turnerjevim in Wiliamsovim slromom ter imunoglobulin A (IgA)
nefropatijo in pomanjkanjem IgA (1).

Diagnoza celiakije se postavi po merilih Evropskegdruzenja za pediatno
gastroenterologijo, hepatologijo in prehrano (ESAGIH na podlagi znélne klini¢ne slike,
pozitivnih seroloskih in genetskin markerjev terakaov atrofije ¢revesne sluznice na
histoloSkem pregledu. Biopsija tankegi@vesa v doléenih primerih po novih smernicah iz
leta 2012 (1) ni potrebna, vendar se ¥ineprimerov Se vedno upoSteva smernice iz leta

1990 (5).



1.1. Patogeneza celiakije

Celiakija je T-cekkno posredovana avtoimunska bolezen, ki jo spro#ianje glutena in
glutenu podobnih proteinov pri genetsko predisgomir posameznikih. Nastane kot

posledica kompleksne povezave genetskih, imundidgkokoljskih dejavnikov (6).

1.1.1. Genetski dejavniki

Predpogoj za nastanek celiakije je genetska predisipa za razvoj bolezni. To so pokazale
tudi Studije na dvakih. Konkordarni kolicnik med monozigotnimi dveoki je 75 %, med
dizigotnimi dvogki 20 % in 10 % med sorodniki prvega kolena (7).

Najbolj znana je povezava celiakije z aleli HLA ghani levkocitni antigen), ki so kodirani na
Sestem kromosomu (6p21.3). Genetski zapis HLA-D@2 90 % bolnikov s celiakijo, ¢&a
ostalih ima genetski zapis HLA-DQ8. Ta dva HLA-ggpa ima tudi 30 % sploSne
populacije, vendar samo 1-3 % ljudi razvije cej@ki8). HLA-proteini so heterodimeri,
sestavljeni iza- in B-verige, in so lahko kodirani gis (ha istem kromosomu) alians (na
dveh kromosomih) konfiguraciji. V populaciji najdenmdve konformaciji DQ2, DQ2.2 in
DQ2.5. Ve&ina bolnikov ima izoformo HLA-DQZ2.5, ki je kodirarren-verigo DQA1*0501 in
B-verigo DQB1*0201. 5-12 % bolnikov nosi haplotip AHDR4; DQS8, ki je zapisan z
DRB1*04, DQA1*0301; DQB1*0302 (9).

Geni HLA-DQ predstavljajo 35 % genetskega tvegaogalo predstavljajo geni ne-HLA.
Raziskovalci so nedavno v asociacijski Studiji eéothem genomu identificirali 39 lokusov
ne-HLA (115 razkénih genov), ki sodelujejo pri razvoju celiakije. jNenj 28 lokusov ne-
HLA vkljucuje gene, ki so povezani z imunskim sistemom. Mnolgisi ne-HLA so skupni

vec avtoimunim boleznim (10).



1.1.2. Imunoloski dejavniki

Pri bolnikih s celiakijo izpostavljenost glutenutiika pridobljeni in prirojeni imunski sistem
(slika 1). Peptidi glutena vstopijo &revesno mukozo, kjer postanejo primarni substrat za
tkivno transglutaminazo Il (TG2, tudi tTG), ki naieamidira ostanke glutamina v negativno
nabito glutaminsko kislino. Negativni naboj peptdglutena kot tudi prisotnost ostankov
prolina omogoajo lazjo vezavo le-teh v peptidni zep kompleksaAHRQ2 na antigen
predstavitvenih celicah (APC). Kompleksi HLA-DQ2/BQna celicah APC vezejo in
predstavijo peptide glutena celicam T CD4+ v lampmopriji, kar sprozi Fl-usmerjen
imunski odgovor z nastankom interferona gama (IFNy)nato povéa nastanek dejavnika
tumorske nekroze alfa (TN&), in slednji igra kljgno vlogo pri poSkodbérevesne mukoze
(11). Za nastanek celiakije je kijunega pomena tudi aktivacija prirojenega imunskega
sistema, posredovanega z interlevkinom 15 (IL-I&.IL-15 je znailno, da vpliva na
poveanje intraepitelnih limfocitov s T-céhim receptorjem (TCR) alfa/beta in limfocitov
TCR gamal/delta, ki delujejo citotokso na epitelne celice, kar prispeva k poskadévesne
mukoze (12). Celice prirojenega imunskega sisteav&jajo izrazanje provnetnih citokinov,
kar vpliva na pové&ano Stevilo limfocitov v lamini propriji in epitgli, in to prispeva k
popolni sliki bolezni (13). Posledica tega vnetneg@govora je razgradnja matriksa,
remodelacija mukoze, atrofija vilusov, hiperplazigelic kript in poviSano Stevilo

intraepitelnih celic (14).
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Slika 1: Patogeneza celiakije. Slika povzeta paupanu in Zimmerju (15).
Legenda: MMP-matriks metaloproteinaze

Vloga T,2-protivnetnih citokinov (interlevkinov IL-4, IL-@&n IL-10) v patogenezi celiakije ni
popolnoma jasna, vendar ji pripisujejo imunoreguiad viogo na ravni mukoze (16-18). IL-
10 je pomemben imunomodulatorni citokin, ki delogg APC z zaviranjem sinteze citokinov
in zmanjSanim izrazanjem kostimulatornih in MHCnblekul (19). IL-10 je v aktivni fazi
celiakije poviSan v serumu in se po prehodu na B@&ilno zniza (16).

Raziskave so pokazale, da pride pri celiakiji &stesnskega vnetnega dogajanja, saj so poleg
poviSanih vrednosti citokinov na raviievesne mukoze poviSane tudi serumske vrednosti
citokinov (16-18, 20). Izsledki raziskav so tudtnoldi, da raven dviga posameznih citokinov
sovpada z aktivnostjo bolezni. Po prehodu na BGDedeateri poviSani citokini vrnejo na

bazalne vrednosti (16, 17, 20).



1.1.3. Dejavniki okolja

Gluten

Glavni okoljski dejavnik tveganja za nastanek dejgaje izpostavitev glutenu in glutenu
sorodnim proteinom, ki se nahajajo v pSenici, p&gimenu, rzi in ovsu. Gluten je skupno ime
za ve& kot 50 razlénih proteinov, ki jih glede na topnost delimo v dsieupini. Prvi so v
alkoholu topni prolamini, ki jih v pSenici imenuj@ngliadini, v j&€menu hordeini, v ovsu
avenini in v rzi sekalini. Drugo skupino glutenslphoteinov predstavljajo v kislinah topni
proteini, ki jih v pSenici imenujemo glutenini (21Studije so pokazale, da razii glutenski
peptidi delujejo neposredno to&so na sluznico tankegérevesa ali sprozijo imunski
odgovor. Zaenkrat naj¢p toksicnost pripisujejoa-gliadinu, ki ima najvé& imunogenih
peptidov. Slednji so deamidiraniévevesju s pomgo tTG, kar jim zagotavlja lazjo vezavo v
zep na HLA-DQ2 ali HLA-DQ8 na APC in stimulira takwirojeni in pridobljeni imunski

sistem (22).

Ostali dejavniki

Veliko ljudi zboli za celiakijo v odrasli dobi, kanakazuje, da so za nastanek bolezni
pomembni tudi dodatni dejavniki okolja (23). Medngpadajo neravnovesn&evesna
mikrobiota, n&in poroda, vrsta hranjenja po porodu, uporaba midov, infekcije (24).
Veliko Studij je opisovalo vpliv razinih infekcij (z adenovirusom, rotavirusom,
enterovirusom, virusom hepatitisa C) na pojav &gegori genetsko predisponiranih pacientih
(11, 25-28). Pri otrocih, rojenih poleti, je tvegana nastanek celiakije &e. Po eni hipotezi
SO otroci, rojeni poleti, preiizpostavljeni glutenu pozimi, ko je &sno tudi v&a moznost

okuzbe z virusi ali bakterijami (29).



1.2. Crevesna mikrobiota

Crevesna mikrobiota vpliva na zdravjgoveka preko delovanja narevesno obrambno
pregrado, imunsko funkcijo, absorpcijo hranil in tgwialno preko neposrednega
signaliziranja revesnim epitelijem. Ravnovesje med mikroorganizrigotnimi vérevesiju,
je klju¢no pri vzdrZzevanju zdravja. Opisano je bilo, dageavnovesna mikrobiota povezana s
poveanim tveganjem za krofne vnetnecrevesne bolezni, alergije, debelost, sladkorno

bolezen, sindrom razdrazenegavesa in z antibiotiki povzteno drisko (30).

Crevesni mikrobiom spodbuja zorenje imunskega siatém toleranco preko aktivacije
imunskih odgovorov, za katere je Ziao izrazanje imunoglobulinov in citokinov, vkino z
IL-8, IL-10, IL-17, IL-21, IL-22 in INFy (31, 32). Gastrointestinalni trakt je prekrit sjgsm
mukoznega glikokaliksa, v katerem strukture iz ikgljih hidratov predstavljajo vezavna
mesta za bakterije. Podedovane razlike v izrazagjljikovih hidratov lahko vodijo v
kolonizacijo z doléenim sevom bakterij. Tudi prisotnost dédmih bakterijskih vrst lahko
povzraii spremembe okolja, ki predisponirajo celiakijo deisno od genetskega ozadja preko

izrazanja ogljikovih hidratov (33).

Olivares in sodelavci (24) so v nedavni Studiji toyai, da genotip dojetkov, rojenih v
druzinah s tveganjem za nastanek celiakije, vpti@azgodnjo sestavérevesne mikrobiote.
Dojercki z visokim tveganjem za razvoj celiakije (HLA-DR#najo viSji delez bakterij iz
debel Firmicutes (vrste klostridiji) in Proteobatie (enterobakterije) in manjSi delez
Actinobacteria (bifidobakterije in korineobakterkpt tisti dojetki z manjSim genetskim
tveganjem (ne-HLA-DQZ2/8-nosilci). Vsi dojeki v tej Studiji so bili rojeni vaginalno in

hranjeni z materinim mlekom.



Neravnovesna mikrobiota pri bolnikih s celiakijogpredeljena kot poan delez Skodljivih
gramnegativnih bakterij (bakteroidete in enterobdld) in zmanjSan delez koristnih
grampozitivnin bakterij (bifidobakterij) (34-36). ddavnovesna mikrobiota pri otrocih s
celiakijo se ve kot 1 leto po uvedbi brezglutenske diete (BGDJdéno normalizira (zmanjSa
se SteviloE. coli in stafilokokov) (34), saj imajo ti otroci Se vedmizje skupno Stevilo
bifidobakterij v primerjavi z zdravimi kontrolam8¢, 38). To lahko prispeva tudi k nepopolni
obnovi ¢revesne imunske homeostaze pri teh bolnikih (3f)osebah s celiakijo, ki imajo
kljub dalj ¢asa trajajoi BGD Se vedno gastrointestinalne tezave, so ugoteecje
neravnovesje \Crevesni mikrobioti, kot ga imajo posamezniki s akijio na BGD brez

simptomov (39).

1.2.1. Crevesna mikrobiota in imunski sistem

In vitro Studije in Studije na zivalih so pokazale, da weoxesnacrevesna mikrobiota
bolnikov s celiakijo lahko potencialno paize vnetni odgovor, povzten z glutenom, in
prispeva k powv&ani crevesni prepustnosti in translokaciji peptidov direa (40—42). Medina
in sodelavci (40) so v Studiji ugotovili z&no viSje koncentracije TNk-in IFN-y, ko so
mononuklearne celice iz periferne krvi stimuliraliblatom pacientov z aktivno celiakijo in
celiakijo na BGD, v primerjavi s kontrolami. Naspro so celice, stimulirane z blatom
zdravih kontrol, sprozile po¢ano izrazanje IL-10 v primerjavi s tistimi z aktwieeliakijo in
celiakijo na BGD. Iz tega lahko sklepamo, da im@di twevesna mikrobiota vpliv na nastanek

provnetnegd@revesnega okolja, kot je tudi zflao za samo bolezen (16).

1.2.2. Vpliv BGD na ¢érevesno mikrobioto
N&acin prehranjevanja je eden izmed glavnih okoljskéjasnikov, ki vplivajo na sestavo

crevesne mikrobiote. Tako tudi BGD vpliva na sestérevesne mikrobiote. De Palma in
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sodelavci (43) so raziskovali vpliv enom&se BGD na sestavorevesne mikrobiote in
imunsko funkcijo pri zdravih odraslih. Zdravi odiiaso 1 mesec jedli obajno prehrano,
izvzeti so bili samo brezglutenski izdelki. Po 1s®eu so ugotovili zkdno zmanjSanje
bifidobakterij in laktobacilov ter powanje oportunistinih patogenov E. coli in
enterobakterije). Te spremembe naj bi bile poskedic BGD povezanega zhkega
zmanjSanega vnosa neskrobnih polisaharidov, sjsfpejo neprebavljeni do distalnega dela
kolona in predstavljajo glavno hrano za t. i. kimesbakterije revesni mikrobioti (44). Za
bolnike z aktivho celiakijo in celiakijo na BGD jtudi zn&ilno zmanjSanje Stevila
bifidobakterij in laktobacilov glede na gramnegasv bakterije (34-36). Te ugotovitve
kazejo, da BGD Se dodatno prispeva k zmanjSanyil&te i. koristnih bakterij in tako ne

prispeva k normalizacigirevesne mikrobiote pri zdravljenih bolnikih s c&lja (43).

1.2.3. Vpliv BGD na imunski sistem

De Palma in sodelavci so v isti Studiji (43) prewvali tudi vpliv enomesme BGD pri zdravih
odraslih na izrazanje citokinov v mononuklearnihaad iz periferne krvi, ki so jih stimulirali

z vzorci blata pred in po uvedbi BGD. Po uvedbi Bfgilo izrazanje TNFe, IFN-y, IL-8 in
IL-10 zn&ilno nizje kot pri posameznikih na standardni, gfutvsebujdi prehrani. BGD
vpliva na generalno zmanjsanje bakterijsko vzpoelbega nastanka citokinav vitro, kar je
posledica generaliziranega zmanjSanja vseh lunmmalakterij v debelentrevesju. Brottveit

s sodelavci (45) je v Studiji raziskoval vpliv 3edmega uzivanja glutena (4 rezine kruha, ki je
vseboval gluten) pri osebah s celiakijo na BGD.p@onovnem uzivanju glutena je tretji dan
priSlo do znailnega porasta vrednosti TNEin IL-8 na ravni mukoze tankegaevesa, raven
INF-y pa se ni spremenil. Imunosupresivni vpliv, povezd&GD, naj bi bil delno koristen za
bolnike s celiakijo, ki so nagnjeni k imunskemu odgru T,1, vendar se lahko odraza na

obrambnih in regulatornih mehanizmih bolnikov prékiodljivim antigenom in krodhem
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vnetju. To lahko pomeni, da so posamezniki na B@I) magnjeni k naselitvi potencialno
Skodljivin bakterij in infekcijam, ki so lahko pozane s simptomi bolezni, ki vztrajajo kljub
BGD. Iz tega lahko sklepamo, da bi za bolnike sakgb bilo koristno dietetino svetovanje s

promocijo prehranjevanja s polisaharidi in tudrslpotiki, ki bi presegli te razlike (46).

1.3. Kratkoverizne masc¢obne kisline

Sestava@revesne mikrobiote je mozno analizirati n& necinov:
1. zidentifikacijo in kvantifikacijo na stotine mikbmv v¢revesju,
2. z analizo produktov bakterijske presnove (micr@Hassociated characteristic-MAC)

(47).

Analiza ¢revesne mikrobiote iz blata jgasovno potratna in draga metoda. Tjellstrom je
predlagal, da se za iskanje razlik med posamezmgarablja z mikrobioto povezane
zn&ilnosti (MAC). MAC so definirane kot zapis anatoniskfizioloSkih, biokeménih ali
imunoloski funkcij v organizmu, na katerega vplimikrobiota (48). Sedaj je sploSno sprejeto
dejstvo, da je opazovanje funkcijeevesne mikrobiote primeren dia za Studijcrevesnega

ekosistema (49).

Kratkoverizne mafbne kisline (KVMK) so glavni bakterijski metabaliki nastanejo po
fermentaciji prehranskih vlaknin in odpornega Slkrabspecifinimi ¢revesnimi anaerobnimi
bakterijami. So nasene ma&bne kisline, ki imajo 6 ali manj ogljikovih molekuMednje
spadajo ocetna kislina, propionska kislina, maslkisiana, valeréna kislina in kapraina

kislina (50).



1.3.1. Nastanek KVMK

Enostavni sladkorji, kot sta glukoza in galaktozaabsorbirajo v proksimalnem delu tankega
crevesa. Prav tako secvevesju hidrolizirajo nekatere vrste disaharidovnamnosaharidov in
Skrob se razgradi do glukoze, ne morejo pa se lkdadi in uporabiti ostali polisaharidi.
Tako pride velika kofiina neprebavljene hrane do distalnega dela preavriekta.
Neskrobni polisaharidi, nerazgradljivi oligosahairia odporni Skrob se s porjo bakterij
fermenirajo, pricemer nastajajo plini in KVMK (slika 2) (49). Zivila visoko vsebnostjo
fermentabilnih vlaknin so {@nen, oves, sadje in zelenjava. V manjSi meri nagtaVMK

pri presnovi proteinov iz hrane in endogenih prodei kot so mukus in epitelne celice (51).
Predvidevajo, da so razvejane KVMHK-njaslena kislinaj-valericna kislina, i-kaproina
kislina) metabolni produkt razgradnje proteinovlipidov. Za nastanek KVMK so nujno
potrebne specifne bakterije v debelendrevesju, kar dokazujejo Studije na misih brez

crevesnih bakterij (52).
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Slika 2: Nastanek KVMK. Povzeto po Hooperju (49).

Fermentacija poteka predvsem v proksimalnem delbeldgacrevesja in nato so KVMK s
transportom dostavljene proti distalnim delom debatrevesja. Njihova koncentracija torej
pada od proksimalnega (70-140 mM) proti distaln€B@4+70 mM) deluwirevesja (53). Najue
se tvori ocetne, propionske in maslene kislineh®jo molarno razmerje &revesju je 60 : 25

: 15 (ocetna : propionska : maslena kislina) (8éprav so njihovi delezi odvisni od prehrane,
crevesne mikrobiote, mesta fermentacije in gostéitelga genotipa (51). ¥ma KVMK
nastane in se porabi &revesju, majhen delez ocetne in propionske kisfinepe preko
portalne vene do jeter, kjer se presnovijo, detraeéisline se sprosti v sistemski krvni obtok

(55).
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1.3.2. Merjenje KVMK

Niti skupna vrednost KVMK niti posamezne KVMK v thhem kolonu ne odrazajo
koncentracije v proksimalnem delu debelegavesja (56). KVMK se absorbirajo in se
transportirajo preko portalne vene do jeter in kgeteh, ki se ne absorbira, se posreduje
drugim organom in tkivom za presnovo (57). Koncatife KVMK v periferni krvi so zelo
nizke in samo acetata je dovolj, da ga lahko izmeriTudi koltina KVMK v blatu ne
odraza metabolnih procesowrevesju v celoti, saj se kar 95 % nastalih KVMK @ibsra in
presnovi znotraj gostitelja. Meritve KVMK so komgt za nastanek sprememb v &oju in
ne nujno v produkciji, ker na fekalne KVMK vplivéopnja same tranzicije. Kar pomeni, da
fekalne koncentracije nenujno odrazajo vrednosfireksimalnem delu debelegaevesja.
(58).

1.3.3. Funkcija KVMK

KVMK imajo poleg prehranske vrednosti tudi drugeoge v fiziologiji ¢revesja. So
prevladuj@i anioni v ¢revesni vsebini in znizujejo pH-vrednost vsebinbalegacrevesa ter
tako pomagajo vzdrzevati naselitérevesja s koristnimi bakterijami in prepugejo naselitev
Skodljivih bakterij. Ta funkcija je pomembna, sajppavijo epitelne celice za posredovanje
primernega prirojenega imunskega odgovora na patge komenzalne bakterije in tako
pomagajo prepdti kroni¢ni ¢revesni vnetni odgovor na mikrobe in njihove progul/ tem
pogledu imajo protivnetno aktivnost pri regulagievesnega vnetja (59). KVMK delujejo
tudi protimikrobno z uravnavanjem osmotskega inrpiiovesja, privzema hranilnih snovi
in proizvodnje energije (60). Spodbujajo tddevesni krvni obtok, absorpcijo vode in natrija
iz ¢revesja ter vplivajo na diferenciacijo in prolifefja epitelnih celic. Le-te dobijo 60-70 %
energije iz KVMK, Se posebej iz maslene kislinek@&VMK vplivajo na morfologijo in
barierno funkcijocrevesja (61). Vpliv KVMK na imunski sistem so péewmali predvsem v

Studijahin vitro (62—69). Ugotovljen je bil protivnetni¢cinek KVMK (zlasti propionske in
12



maslene kisline), saj zmanjSajo nastanek provnet@mokinov, citokinov, zmanjSajo
migracijo levkocitov in sprozijo apoptozo v limfaigi, makrofagih in nevtrofilcih (64). Tam,
kijer je vnetje povzréeno z anaerobnimi bakterijami ali po izgubievesne epitelne
integritete, lahko visoke koncentracije KVMK vodijo zbiranje nevtrofilcev in povanje

vnetnega procesa (62, 68). Prevelika koncentralydK povzroc¢i poskodbo epitelija in

povea izrazanje IL-2 in IFN¢ v mukozicrevesja (70).

Do sedaj je malo znanega, kaksna je vloga posam€¢MK. Ocetna kislina se iZrevesja
hitro absorbira in transportira do jeter. Ob pmesti acetil-CoA sintetaze se v citosolu
magobnega tkiva in migih Zlez uporablja za lipogenezo (61). Izsledkd§tao pokazali, da
ocetna kislina v vgih koncentracijah deluje provnetno (62).

Maslena kislina je najbolje raziskana KVMK, saj\yemnogihin vitro Studijah pokazala
pozitivne «inke na zdravje (51, 65-67). ¥ea absorbirane maslene kisline se presnovi v
crevesnem epiteliju in predstavlja pomemben vir giierza kolonocite. Maslena kislina ima
tudi Stevilne druge funkcije, npr. zaviranjeevesne karcinogeneze, vnetja in oksidativhega
stresa in izboljSanje funkcijgrevesne bariere (51). Dokazano je bilo, da dodejamslene
kisline per oszmanjSa vnetje in mukozne lezije v eksperimentalmaodelu ulceroznega
kolitisa (65). Vendar obstaja tudi nekaj naspratijcsi Studij, ki kazejo na negativni vpliv
viSjih koncentracij maslene kisline na permeabitnws visceralno senzitivhost debelega
crevesa (51). V blatu dojenih otrok najdemo majhoadentracije maslene kisline (68).
Nedavni dokazi namigujejo, da je péaea produkcija ali akumulacija KVMK lahko toksa

za ¢revesno mukozo prezgodaj rojenih novordj@v in lahko ima vliogo v patogenezi
neonatalnega nekrozantnega enterokolitisa (71).lédaskislina v nizki koncentraciji
vzdrzuje barierno funkcijcrevesne stene preko vpliva na citokinski odgovaliccé-

pomagalk (69).
13



Vecina v ¢revesju proizvedene propionske kisline se absoibirgrehaja v portalno veno.
Njena funkcija je zniZzevanje masbnih kislin v jetrih in plazmi, zmanjSevanje vndsane z
uravnavanjem teka, izboljSanje coftljivosti tkiv na inzulin.In vitro Studije so pokazale, da
ima propionska kislina protivhetne sposobnosti,darso te pogojene s koncentracijo, pH-
jem teka&@ine in vzrokom vnetja (72). Propionska kislina deldudi protimikrobno proti
kolonizaciji gastrointestinalnega trakta s patogerbakterijami, kot jeSalmonellatako da
zavira izrazanje invazivnih genovSalmonella typhimuriupki so pomembni za invazijo in

Sirjenje vcrevesni epitelij (73).

1.3.4. Celiakija in KVMK

Pri bolnikih s celiakijo je s spremenjeticevesno mikrobioto povezana tudi sestava KVMK.
Tjellstrom je med prvimi preieval presnovno funkcijéorevesne mikrobiote otrok s celiakijo.
Pri novodkritih otrocih z aktivno celiakijo, otrdts celiakijo na BGD manj kot 1 leto, otrocih
s celiakijo na BGD we&kot 1 leto ter zdravih otrocih je ugotavljal r&ditako v posameznih
vrednostih KVMK kot tudi v skupni vrednosti KVMK gbela 1). Na novo odkriti otroci z
aktivno celiakijo in otroci s celiakijo na BGD makgt 1 leto so imeli viSje vrednosti ocetne,
i-maslene in-valericne kisline ter skupnih KVMK v primerjavi z zdravirkontrolami (47,
74). Propionske im-valericne kisline je bilo zné&lno vet pri otrocih s celiakijo na BGD manj]
kot 1 leto kot pri zdravih otrocih (47). Pri otrbcs celiakijo, ki so bili na BGD wekot 1 leto,
je bila tako skupna raven KVMK kot tudi raven posamh KVMK enaka kot pri zdravih
kontrolah. Tudi razmerje med tremi glavnimi KVMK, bcetno,n-masleno in propionsko
kislino, se je znélno razlikovalo med otroki z aktivno celiakijo wiroki s celiakijo na BGD
vec kot 1 leto (74).

Da ima ¢revesna mikrobiota pomembno vlogo v patogenezizmblekaze tudi Studija na

sorodnikih prvega kolena bolnikov s celiakijo, faterin je bila raven ocetne kisline in
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skupnih KVMK nizja in raven maslene kisline v prigawi z zdravimi odraslimi viSja. Te
ugotovitve kazejo, da imajo sorodniki prvega kolemaeliakoprotektivno«crevesno
mikrobioto z zmanjSanim nastankom ocetne kislinpasamezniki s celiakijo »celiakogeno«

¢revesno mikrobioto (75).

Tabela 1: Vrednosti posameznih KVMK in razmerje medtremi glavnini KVMK pri
otrocih z aktivno celiakijo, celiakijo na BGD < 1leto, celiakijo na BGD > 1 leto in

zdravimi kontrolami (74).

Aktivna celiakija Celiakija na BGD < 1 leto | Celiakija na BGD > 1 leto Zdravi
mmol /kg % mmol /kg % mmol /kg % mmol /kg %
ocetna kislina 71,6 67 69,1 69 30,9 55 27,8 51
propionska kislina 15,7 15 15,2 15 12,2 21 11,7 21
i-maslena kislina 2,5 2,4 2,4 1,7
n-maslenakislina 19,3 18 16,2 16 13,3 24 15,0 28
n-valeri¢nakislina 3,3 3,1 2,9 2,1
i-valeri¢na kislina 1,8 2,0 1,8 1,4
fermentacijski indeks| 0,29 +0,03 0,33+0,02 0,07 £ 0,06 0,05 +0,02
SKUPNE KVMK 114,2 108,0 63,5 59,7

Fermentacijski indeks

Tjellstrém s sodelavci je za prikaz vnetne aktiihB&MK v ¢revesju izumil fermentacijski
indeks (FI). FI prikazuje razmerje med domnevnovpeino KVMK, tj. ocetno kislino, in
dvema protivhetnima KVMK, propionsko in masleno likis, glede na skupno keélno
KVMK. Tjellstrém je FI uporabil pri Crohnovi bolezin tudi celiakiji, saj je za obe bolezni
zn&ilno kronicno gastrointestinalno mukozno vnetje (77). Nizelp&ineni visjo protivhetno
aktivnost in obratno — visok FI pomeni nizjo pro@tno aktivhost. Pri na novo odkritih
otrocih s celiakijo in tistih na BGD manj kot 1dge Fl visok, kar kaZze Se na prisotno vnetje.
Po enem letu na BGD se FI pribliza tistemu pri zdir@trocih (74). FI bi nam lahko pomagal

pri dolacanju aktivnosti krorinega, revesno mikrobioto povezanega vnetja:

ocetna Kkislina - (propionska kislina + maslena kislina) (76)

Fermentacijski indeks =
skupne KVMK

15



1.4. Zdravljenje celiakije

Edini do sedaj ¢inkovit naiin zdravljenja celiakije je BGD. Veliko Studij jeogazalo, da

imajo bolniki s celiakijo tezave z doslednostjo grzanju BGD, kar vodi do zapletov bolezni
na Stevilnih organih oz. organskih sistemih. Prinlkah s celiakijo je poviSana pojavnost
zunagrevesnih avtoimunih bolezni, kljub temu da je pnimgposSkodovani organ mukoza
tankegacrevesja (78). Zelo neugoden zaplet je osteoponmzsptne so lahko ginekoloSke,
hematoloSke in nevroloSke motnje ter psihtaiei bolezni. NajresnejSi zaplet je razvoj

malignih bolezni, predvsem malignega limfoma tarakagvesa (79, 80).

Ceprav se nekateri bolniki drzijo stroge BGD, jihaimeliko $e vedno simptome bolezni.
Ponovna biopsija tankegaevesa pri otrocih s celiakijo, ki so imeli 2 lpt uvedbi BGD Se
vedno simptome bolezni, je pokazala pri 23 % ingit@éno limfocitozo in pri 15 % vilusno
atrofijo (81). Studija na odraslih bolnikih s cdiij@ je pokazala, da po 1 letu stroge BGD
doseze popolno histolosko obnovo sluznice tankegaesa samo 66 % posameznikov (82).
Studija na finskih odraslih bolnikih s celiakijoj ko bili povpréno na BGD 11 let, je
pokazala, da je intraepitelna limfocitoza na dobtk prisotna pri 4650 % bolnikov (83). To
je najverjetneje posledica nehotenega uZivanjaeglyt zato se je pojavila potreba po

dodatnem zdravljenju celiakije.

Z novimi n&ini zdravljenja celiakije se ukvarja veliko raziih Studij. Pristop k zdravljenju
na ravnicrevesnega lumna vkiuje proizvodnjo genetsko modificiranih Zit brez tgha,
fermentacijo glutena na netokise komponente pri proizvodnji hrane, razgrajevaghjgena s
pomajo encimov ali probiotikov in vezavo glutena s pdfogpolimernih vezalcev. Na ravni
crevesnega epitelija poteka razvoj modulatorjev itestikov, blokatorjev transcelularnega

transporta gliadina in blokatorjev IL-15, saj slgdivplivajo na poveéanje Stevila
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intraepitelnih limfocitov. Na ravni imunskega dogja v lamini propriji poteka razvoj
zaviralcev TG2, blokatorjev komponent HLA-DQ2 alLA-DQ8, anticitokinske terapije,
zaviralcev T- in B-celic, cepiva za vzpostavitewaloe tolerance na gluten in probiotikov za

aktivno spreminjanjérevesne mikrobiote (84—88).

Spremljanje odgovora na zdravljenje z BGD pri atios celiakijo obtajno temelji na
prenehanju klininih simptomov in normalizaciji seroloskih testo\adhje Studije pri otrocih
s celiakijo kazejo, da normalizacija serolosSkih keaev ne sovpada vedno z obnovitvijo
sluznice tankegérevesa (89, 90). Zlati standard za oceno uspeSndstvijenja je Se vedno
biopsija tankegérevesa, ki zaradi invazivnosti preiskave predssadyavo pri Studijah novih
natinov zdravljenja pri otrocih s celiakijo. Zato seziskovalci posluzujejo razlih

markerjev za dokanje uspesnosti zdravljenja (91).

1.4.1. Probiotiki

Probiotiki so po definiciji Svetovne zdravstvenegamizacije (WHO: ang. World Health
Organization) in Organizacije za prehrano in kmsétp (FAO: ang. Food and Agriculture
Organization) opredeljeni kot Zzivi mikroorganizmkj ob zauzitju v zadostni kdalini

pozitivho delujejo na zdravje (92).

Probiotiki delujejo na treh ravneh: v lumgitevesa, na ravni endotela in na sistemski imunski
sistem in druge organe (slika 3) (93). V luménevesa tekmujejo za vezavna mesta s
patogenimi bakterijami, porabljajo hranila za rpatogenih bakterij, izkajo protimikrobne
snovi (vodikov peroksid, bakteriocini, organskelikis). Na ravni endotela okrepijo tesne
stike med enterociti, po¢ajo nastajanje in izt@anje sluzi in IgA ter urujejo receptorje za

toksine. Skupaj s komenzalno mikrobioto imajo potiki pomembno viogo pri
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vzpostavljanju imunskega ravnovesja (94). Imunondmi winek probiotikov so
prewevali pri veliko avtoimunih boleznih. Probidtie bakterije lahko usmerijo imunski
odgovor ali v F1-provnetno smer ali vhR-protivnetno smer, odvisno od vrste prolioiin

bakterij (95).
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Slika 3: Delovanje probiotikov. Slika povzeta pgkersu (93).

Uporaba probiotikov je na splosno ocenjena kot &4BRAS: ang. generally recognized as
safe), saj so uporabljeni mikroorganizmi enakiimistki se nahajajo v prebavilih zdravega
cloveka. GRAS je ozridna ameriSke Administracije za hrano in zdravila AFBng. Food and

Drug Administration) in pomeni, da je neka dodandbstanca s strani strokovnjakov
spoznana kot varna (96). Evropska komisija za \strawil (EFSA) pogosto objavlja seznam,

kateri probiotiki spadajo med varna Zivila (QuadiPresumption of Safety status) (97).
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Na pediatiéni populaciji uporaba probiotikov iz leta v letoraga. V razlenih Studijah so
prewevali vpliv probiotikov za preptevanje in zdravljenje nekaterih bolezni v otrosébd
Dokazano uinkoviti so dol@&eni probiotiki za zdravljenje akutnega infekcijskeg
gastroenteritisa, za pregeyanje in zdravljenje z antibiotiki povamene driske, zdravljenje
laktozne intolerance in atopijskega dermatitisa.diTwezultati raziskav, ki potrjujejo
u¢inkovitost probiotikov pri kronini vnetni bolezni ¢revesja, sindromu razdrazljivega

¢revesja in nekrozantnemu enterokolitisu, so obetaemdar jih je malo (98, 99).

1.4.2. Predlagani potencialni pozitivni mehanizmi delovana probiotiénih bakterij pri
celiakiji

Pri otrocih s celiakijo je bila v raziskavah dokaaaneravnovesn&evesna mikrobiota, ki se

po prehodu na BGD le delno normalizira (34—36)0€its celiakijo na BGD imajo Se vedno

manj bifidobakterij kot zdravi vrstniki. Uporaba teacialno koristnih bakterij (probiotikov)

bi lahko pomagala vzpostaviti ponovno ravnoveésgresne mikrobiote (37).

In vitro analize so pokazale, da spremenjena mikrobiotst{zlol@ene enterobakterije),
izolirana iz blata ali bioptov duodenoma pri bolhiks celiakijo, aktivira provnetne poti.
Dolocene vrste bifidobakterij lahko zavirajo vnetne okdine winke, ki jih povzr@ajo
izolirane enterobakterije in peptidi glutena (4P01101).In vitro Studije so pokazale, da
nekatere vrste bifidobakterij sprozijo nizko prodip provnetnih citokinov, kot so IFN;
TNF-0, IL-2, in visoko produkcijo protivnetnih citokingwkot so IL-10 (100, 102, 103).
Potencialni probiotik bi tako vplival na uravnavargridobljenega in prirojenega imunskega
odgovora. Studija na transgenskih miskah z izraieDiQ8 heterodimerom in celiakijo je
pokazala, da pride po uzivanju d&dmih vrst laktobacilov Lactobacillus paracasein L.

fermenturh do nezelenega dviga provnetnega citokina ©NiR-ob tem ne pride do dviga
19



protivnetnih citokinov IL-10 in IL-12 (104). Iz teglahko povzamemo, da je potrebno
pozitivno delovanje potencialnega probiogga seva preizkusiti najprej v predktimih

Studijah.

Aloisio s sodelavci (105) je préevala delovanje 46 vrst bifidobakterij proti patoge
bakterijam, odpornost proti antibiotikom ter adlp@zn citotokstni vpliv nacloveske celice.
Sposobnost vezave bakterij ti@vesni epitelij je eden izmed najpomembnejSih dekaov,

ki vplivajo na zadrzevanje bakterij ¥revesju in prepr&Evanje njihove odstranitve s
peristaltiko in adhezijo patogenih bakterij. Rievali so tudi sposobnost raziih
bifidobakterij, da promovirajo zdravé&revesno okolje, ki ga lahko opredelimo s pfarm®
presnovno aktivnostjo in primernim imunskim odgamarepitelnih celic. Studija je pokazala,
da imajo te sposobnosti samo naslednje vrste Inifikiierij: 3 seviBifidobacterium breven
Bifidobacterium longum subsp. longum. B. breBR03 se je izkazal za Se posebej
ucinkovitega zaradi mine protimikrobne aktivnosti proti koliformnim bakij@am in
sposobnosti vezave na @ale linije ¢revesnega epitelija in hkrati za varnega, saj eagsa

odpornosti na antibiotike in ne izraza citot@ksh winkov nacrevesni epitelij

Mogna in sodelavci (106) so v klimem preizkusu preéevali zmoznost kolonizacije
crevesne mikrobiote zdravih otrok s prehranskim toata B. breveBR0O3in B. breveB632
v razmerju 1 : 1 in dnevnim odmerkom 2 x®I0FU. Po tritedenskem jemanju izbranih
probioticnih sevov so ugotovljali zgdno poveanje skupnih bifidobakterij v blatu in
zn&ilno zmanjSanje koliformnih bakterig6cherichia, Klebsiella, Serratia, Vibrio, Yersinia
Pseudomongsv blatu zdravih otrok. Podobno so Simone in sadsl (107) ugotovili
pozitiven vpliv B. breve B632 na zaviranje rasti enterobakterijirv vitro modelu, ki je

stimuliral ¢revesno mikrobioto 2-me&eega otroka s kolikami.
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Dve nedavni Studiji sta pokazali, da s8#idobacterium brevenodulirajo usmerjenost celic
T proti T,2 in regulatornim celicam T 1 (Trdy vitro in in vivo. Celice Trl so potrebne za
vzpostavitevcrevesne homeostaze celic T CD4+ (108, 109). Disaega celic Trl naj bi

bila pomembna v patogenezi avtoimunih boleznijpdéh (110).

Probiotini seviB. breveso pridobili od Evropske komisije za varnost zathtus varnih zivil
(97). Vpliv razlénih sevov bifidobakterij in laktobacilov na imunsbalgovor v provnetnem
okolju pri celiakiji se v Studijahex vivo in in vivo prewuje na zivalskih modelih
preolzutljivosti na gluten (40, 101, 104). Do sedaj sita bbjavljena 2 klinina preizkusa s
probiotiki pri bolnikih s celiakijo. Smecuol in selhvci (111) so preaievali vpliv 3-
tedenskega uzivanj®8ifidobacterium infantispri odraslih bolnikih z na novo odkrito
nezdravljeno celiakijo, ki so ¥asu Studije uzivali obajno glutensko prehrano. Dokazali so
blago zmanjSanje nekaterih simptomov bolezni (z@apm prebavne motnje). Izbrani
probiotik ni vplival ne na zmanjSanje driske ind&ahe v trebuhu ne n&evesno prepustnost
in serumsko raven nekaterih provnetnih citokinokemokinov. Niso pa ugotovili vpliva na
imunski sistem ali na permeabilnost sluznievesa. Olivares in sodelavci (112) so
prewevali vpliv 3-mesénega uzivanja sevBifidobacterium longum CECT 7345kupaj z
BGD pri otrocih s celiakijo. Pri tistih, ki so ualr probiotik, so ugotavljali znizanje perifernih
limfocitov T CD3’, nezn&ilno znizanje TNFe, zmanj3ano S3tevilo bakterij skupine

Bacteroides fragilisn zmanjSano vsebnost sIgA v blatu.

V nasSi raziskavi smo se na podlagi rezultaitowitro Studije (105) odléli za prewevanje
delovanja probiotinega sevaB. breve BR03. Dobavitelj probiotinega seva (Probiotical
S.p.A) je imel dobre izkusnje Se s sevBmbreveB632 in nam je ponudil izbran probiérnti

sevB. breveBR03 v kombinaciji ZB. breveB632 (v razmerju 1 : 1). V kasneje objavljeni
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raziskavi sta se omenjena probia seva pri zdravih otrocih izkazala z&inkovita v
kolonizaciji ¢revesja, saj se je v blatu zilao poviSalo Stevilo bifidobakterij in zmanjSalo
Stevilo gramnegativnih bakterij (106). Dodatno geeha kasneje objavljena raziskava (107)

potrdila daB. breveB632 vpliva na zaviranje rasti enterobakteriyitro.
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1.5. Namen doktorske disertacije

Doslej je bilo opravljenih nekajn vitro Studij razlénih probioténih sevov na celnih
modelih celiakije inin vivo Studij na genetsko modificiranih Zivalih ter 2rkéina preizkusa
uporabe probiotikov pri osebah s celiakijo (40,10@8;111-113). V naSem Klimem
preizkusu smo pri otrocih s celiakijo prvi preveridelovanje probiotinin sevov
Bifidobacterium breveBR0O3 in B632 in njihovo delovanje na raven protivile in
provnetnih citokinov v serumu in na sestavo in&ob KVMK v blatu.
Namen doktorske disertacije je:
— preuwiti znanstveno literaturo o delovanju probdoih sevov kot dopolnilno
zdravljenje celiakije;
— ugotoviti vpliv izbranih probiotinih sevovBifidobacterium brevéBR03 in B632 na
imunski sistem pri otrocih s celiakijo na BGD;

— ugotoviti vpliv izbranih probiotinih sevovBifidobacterium brevéBR03 in B632 na
sestavo kratkoveriznih mé&sbnih kislin pri otrocih s celiakijo.

1.5.1. Teze doktorske disertacije

— Izbrana probiotina sevaBifidobacterium breveBR0O3 in B632 poviSata protivnetni
citokin IL-10 in znizata provnetni citokin TNE&-pri otrocih z aktivno celiakijo in
otrocih s celiakijo, ki so na BGD.

— Fermentacijski indeks kratkoveriznin ndaBnih kislin se po jemanju izbranih
probioticnih sevowBifidobacterium brev8R03 in B632 pri otrocih z aktivno celiakijo
in otrocih s celiakijo na BGD zniza.

— lzbrana probiotina sevaBifidobacterium brev8R03 in B632 znizata raven ocetne in
propionske kisline in poviSata raven maslene kishnblatu pri otrocih z aktivho

celiakijo in otrocih s celiakijo na BGD.
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2. PREISKOVANCI IN METODE

2.1. Preiskovanci

V klini¢no raziskavo smo vKiljtili otroke z aktivno celiakijo in otroke s celiakina BGD, ki
so se v obdobju od junija 2013 do junija 2014 ziiraa Kliniki za pediatrijo Univerzitetnega
klinicnega centra (UKC) Maribor oz. so prihajali na regmegled v gastroenteroloSko

ambulanto Klinike za pediatrijo UKC Maribor. V rakavo smo vKljdili tudi zdrave otroke.

Kriteriji za vkljucitev otrok z aktivno celiakijo v kligino raziskavo:

starost 1-18 let,

— na novo diagnosticirana celiakija na podlagi ESP®Hih kriterijev (1, 5),

— ob z&etku raziskave so na d@hini glutenski prehrani, nato po odvzemu vzorcex kr
in blata prehod na BGD,

— odsotnost drugih akutnih ali kramih bolezni,

niso prejemali redno zdravil ali antibiotikov vdamesec pred gietkom raziskave.

Kriteriji za vkljucitev otrok s celiakijo na BGD v klitiho raziskavo

starost 1-18 let,

diagnoza celiakije postavljena na podlagi ESPGHAMN@&riterijev (novi, stari),

na BGD 6 meseceyv ali e

odsotnost drugih akutnih ali kramih bolezni,

niso prejemali redno zdravil ali antibiotikov vdamesec pred gietkom raziskave.

Kriteriji za vkljucitev zdravih otrok za kontrolno skupino

— starost 1-18 let,
— odsotnost akutnih ali krognih bolezni,

— niso prejemali redno zdravil ali antibiotikov vdamesec pred gietkom raziskave.
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Otroke z aktivno celiakijo smo zbirali prospektivhocasu trajanja raziskave (1 leto). Po
postavitvi diagnoze celiakije in vkiitvi v raziskavo smo jim dodelili probiotik oz. mabo
po metodi enostavne randomizacije z 1 : 1 alokadim metodo smo uporabili, saj nismo
vedeli, koliko bo v tem¢asu na novo odkritih otrok s celiakijo, in tako srprepreili

neenakomerno Stevilo dodeljenega probiotika ozglla.

Otroke s celiakijo na BGD smo randomizirali v dwigini; ena skupina je prejemala izbrani
probiotik, druga pa placebo. Randomizacijo smodive pomdjo ratunalniSkega programa,
dosegljivega na spletni strani http://www.randorti@acom. Randomizirano alokacijsko
zaporedje je bilo generirano z bloki po 8. Paketibptika ali placeba so bili ozteni s
Stevikno kodo, tako da preiskovanci in raziskovalci maeli, ali uzivajo probiotik ali

placebo.

K sodelovanju v raziskavi smo povabili zdrave o&pki smo jih vklj&ili v kontrolno

skupino. To so bili predvsem otroci prijateljevanancev raziskovalke.

StarSi oz. zakoniti zastopniki otrok so bili podnobseznanjeni z raziskavo in podpisali
obrazec za prostovoljno sodelovanje v raziskavi.sddelovanje v raziskavi niso prejeli
nobenega denarnega ali kakrSnega koli drugega rexstidan Seznanjeni so bili z dejstvom, da
lahko iz raziskave kadar koli izstopijo. Varovampedatkov smo zagotovili v skladu z
Zakonom o varstvu osebnih podatkov.

Za klini¢no raziskavo je bilo pridobljeno soglasje s stridomisije Republike Slovenije za

medicinsko etiko, KME 44/11/12, 19/03/13 (Priloga Klini¢na raziskava je bila registrirana
v bazo klinEnih raziskav na spletni strani https://www.clinicalls.gov (registracijska

Stevilka: NCT02244047).
25



2.2.

Potek raziskave:

Otroke z aktivno celiakijo smo vkiili v Studijo ob potrditvi diagnoze celiakije in pre

zaetkom zdravljenja z BGD. Otro s celiakijo na BGDki so prisli na redno ambulant

kontrolo, smo vkljdili v Studijo. K sodelovanju v raziskavi smo povabili zdrave o&oki

smo jih vkljwili v kontrolno skupno.

Preiskovanci so bili razvégni v naslednje skupir

1.

2.

skupina: otrociz aktivno celiakiji, ki so 3 nesece uzivali izbrani probiot
skupina: otroci z aktivno celiakijo, ki so mesece uzivali izbrani placel
skupina: otrocis celiakijc na BGD, ki so 3 mesecgivali izbrani probiotil;
skupina: otrocis celiakijc na BGD, ki so 3 mesece uzivali placebo;

skupina: zdravi otroci(kontrolna skupina

Shema 1: Potek raziskave.
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Otroke z aktivno celiakijormo vkljucili v Studijo takoj po postavitvi diagnoze na podl

ESPGHAN-ovih kriterijev(1, 5). Hkrati smo ob odvzemu krvi zéiagnostine preiskav

celiakije odvzeli tudkri za dola@itev citokinov TNF-a in IL-10. Dodatno smo vzeli Se vzor
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blata za analizo KVMK. Ob prvem jemanju vzorcevtélan krvi so preiskovani Se uzivali
obicajno glutensko prehrano, nato so presli na BGDzd”opisanem postopku randomizacije
so prejeli probiotik ali placebo. Preiskovanci solpotik oz. placebo uzivali v obliki praska,
ki so ga raztopili v mkni vodi, ¢aju ali soku in ga 3 mesece jemali zjutraj predrkam.

StarSi so dobili tudi posodice za blato in navodaashranjevanje in transport blata.

Otroke s celiakijo na BGD, ki so prisli na rednokarantno kontrolo, smo vKiljili v Studijo.
Otroke smo klinino pregledali in pridobili podatke, ali se drzij&B in ali imajo simptome
celiakije. Nato so diplomirane medicinske sestrimiKé za pediatrijo odvzele kri za seroloske
teste (EMA, tTG) za celiakijo, za citokina TNF-4n IL-10 in ostale redne preiskave
(kompletna in diferencialna krvna slika, zelezoritiie, vitamin D, kalcij, fosfat, alkalna
fosfataza, &tni¢ni hormoni). StarSi so dobili tudi posodice za oblanh navodila za
shranjevanje in transport blata. Preiskovanci sbiptik oz. placebo uzivali v obliki praska,

ki so ga raztopili v mléni vodi, ¢aju ali soku in ga 3 mesece jemali zjutraj predrkam.

StarSe otrok, vkljgenih v raziskavo, smo prosili, naj §asu trajanja Studije opazujejo
spremembe v odvajanju blata in pojav gastrointabtih ali drugih tezav. Prav tako smo jim
svetovali, da Wasu trajanja Studije ne spreminjajo otrokovih paelkih navad. Ob vsakem
kontrolnem obisku v ambulantc€z 3 in 6 mesecev) smo otroke kimo pregledali in

izkljucili akutno bolezensko stanje. Nato smo odvzelizaicitokine. Blato so po navodilih

prinesli s sebo.

Zdrave otroke smo ob vsaki kontroli kiémo pregledali in izpraSali o preteklih akutnih
bolezenskih stanjih ter uzivanju antibiotikov. Prako smo jim ob kontroli odvzeli kri za

citokine, s seboj so prinesli tudi blato. Otrociagtalali kri in blato za analizo do 3-krat.
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2.3. Metode

2.3.1. Probioti¢no prehransko dopolnilo

Probioticni sev smo izbrali na podlagi pregleda znanstveéaeature. Probiotino prehransko
dopolnilo z izbranim probictnim sevom in placebo nam je brezpla dobavilo podjetje
Probiotical S.p.A (ltalija). Probiatho prehransko dopolnilo je bilo pripravljeno v bli
prahu, pakirano v paketke in je vsebovalo maltottekser meSanico dveh liofiliziranih
probioticnih sevov, in sicer 50 MBifidobacterium brevéBR03 in 50 ¥Bifidobacterium breve
B632 v dnevni dozi 2 x fOCFU/3 g praska. Placebo je bil prav tako pripravijeobliki
prahu, pakiran v paketke in je vseboval maltodeksfreiskovanci so prasek, vmeSan v
mlatni napitek, zauzili zjutraj pred zajtrkom. Proifalac je zagotovil analize in specifikacije

proizvoda ter poskrbel za Sifriranje placeba ombptika.

2.3.2. Vzorci periferne krvi in analiza citokinov

Diplomirane medicinske sestre Klinike za pediatlijdC Maribor so ob vsaki kontroli poleg

ostalih rutinskih preiskav krvi preiskovancem odezdodatno do 4,5 ml krvi iz periferne

vene za analizo citokinov. Vzorce krvi smo dosia@itideleku za laboratorijsko diagnostiko
UKC Maribor. Tam so vzorce krvi najprej centrifugir 10 minut pri 800 x g, nato so jih

razdelili v alikvote in jih do analize shranili \amrzovalniku na —85°C. Analiza citokinov
TNF-a in IL-10 je potekala po navodilih proizvajalca 2todo kemiluminiscence na aparatu
Immulite One (Siemens Healthcare Diagnostis). Reatiuso bili podani v pg/ml. Spodnja

meja za kvantifiacijo TNFe je bila 4 pg/ml, za IL-10 pa 5 pg/ml.
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2.3.3. Analiza blata za vsebnost KVMK

StarSi so dobili posodice za blato, dodatno posode hladen transport blata in navodila.
Takoj po odvzemu so vzorca blata shranili v zamahauk in ga nato s ponto posode za
hladen transport prinesli ob vsaki kontroli s selBdfto smo nato hranili v zamrzovalniku na
—20°C do analize KVMK. Analiza KVMK iz blata je pekala v laboratoriju Katedre za
mikrobiologijo, biokemijo, molekularno biologijo iniotehnologijo Fakultete za kmetijstvo in
biosistemske vede Univerze v Mariboru s pdojoo visokozmogljivostne tekinske
kromatografije (HPLC). Analiza je bila narejenarpetodi, ki so jo objavili Torii s sodelavci
(114). Magobne kisline smo najprej derivatizirali v hidrazide smo jih Ic&ili s pomajo
reverznofazne kromatografije in detektirali z dédbglem UV-VIS. Nato smo za posamezne
KVMK naredili umeritvene krivulje glede na interrgandarde. Analizirali smo ocetno
kislino, propionsko kislinon-masleno kislino in mkno kislino. Rezultati so bili podani v

umol/g mokre teze.

2.4. Statisticna obdelava podatkov

Za statisttno analizo smo uporabili programsko orodje SPS8s8ts 21.0 (IBM, Armonk,
New York). Porazdelitev podatkov in normalnost spreverili z uporabo Kolmogorov-
Smirnovega testa ali Shapiro-Wilkovega testa. Gledenenormalno porazdelitev podatkov
smo uporabili samo neparameitre statistine teste. Od neparameih testov smo uporabili
Mann-Whitneyev U-test in parni Wilcoxonov test pzeetenih rangov. Nielne domneve
smo zavréali s 5 % tveganjem. Stati&tio zn&ilno razliko smo upostevali pri vrednosti<p

0,05.
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3. REZULTATI

VKljucitvene kriterije za klinino raziskavo je izpolnjevalo 10 otrok z aktivnoiakijo, 49
otrok s celiakijo na BGD in 18 zdravih otrok za kmino skupino. Zaradi $asne akutne
bolezni, ugotovljene ob pregledu, smo iz analizeultatov izkljwili 2 otroka z aktivno
celiakijo, ki sta prejemala probiotik, 2 otroka sliakijo na BGD (enega iz skupine, ki je
prejemala probiotik, in enega iz skupine, ki jej@mala placebo) smo izkiui iz raziskave,
ker se nista udelezila kontrolnih pregledov. Dodagmo izklj&ili iz analize enega otroka s
celiakijo na BGD iz skupine, ki je prejemala prdikpzaradi akutne bolezni, ugotovljene ob

kontrolnem pregledu. Prikaz otrok, dodeljenih vgroszne skupine, prikazuje shema 2.

Klini ¢no raziskavo je tako zakljio 8 otrok z na novo odkrito aktivno celiakijo (éelga so 3
otroci prejemali probiotik, 5 jih je prejemalo p&m), 46 otrok s celiakijo na BGD (od tega je

22 otrok prejemalo probiotik in 24 otrok placebo)li8 zdravih otrok iz kontrolne skupine.

Predvidevali smo, da bomocasu trajanja raziskave (1 leto) zbrali v skupinmlotz na novo
odkrito aktivno celiakijo vsaj 20 ali ¥eotrok, ki bi po z#&etku zdravljenja z BGD s$asno
uzivali Se probiotik oz. placebo. Studijo je zakija 8 otrok z na novo odkrito aktivho
celiakijo, od katerih jih je 5 uzivalo placebo impBobiotik. Zato smo te otroke zdruzili v eno
skupino (otroci z aktivno celiakijo) in za stattsto analizo upoStevali samo ¢eéne

(izhodigne) vrednosti citokinov in KVMK iz te skupine otrok
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Tabela 2: Osnovne znéinosti otrok, ki so zaklju¢ili raziskavo.

Aktivna celiakija| Placebo skuping Probiotik skupgina draki otroci
St. oseb 8 24 22 18
Spol (M/2) 1/7 10/ 14 6/16 7111
Starost (leta) 6,6 +5,8 10,8 £5,0 10,4 £ 4,2 8,8 6
Trajanje BGD (leta) / 7,1+£55 56+3,7 /
Doslednost za BGDO / 80% 91% /

Rezultati so podani kot povpie vrednosti + standardna deviacija.

Osnovne zndlnosti otrok, vkljwenih v raziskavo, so prikazane v tabeli 2. Med skama
otrok s celiakijo na BGD, ki so prejemali placebn. probiotik, nismo opazili statisto

zn&ilnih razlik v spolu, povpréni starosti in trajanju BGD.

V nobeni od skupin nismo belezili nezelenih stramsktinkov uZzivanja probiotika oz.
placeba. Namen naSe raziskave ni bil oceniti zdvean® stanje o0z. simptome otrok s
celiakijo, zato smo spremembe zdravstvenega statnk ovrednotili samo na podlagi
pogovora s starSi in otroki. Po pripovedovanjusda so bili nekateri otroci s celiakijo na
BGD, ki so uzivali probiotik, bolj zdravi kot v pieklih sezonah (raziskava je potekala
pozimi, v¢asu okuzb dihal). Probiotik je tudi vplival na niéito GIT nekaterih otrok, spet
drugi so bili manj zaprti. Pri otrocih, ki so uZiv@alacebo, starSi niso opazali sprememb v
nismo staitsidb opredelili, saj nismo imeli izdelanega

zdravju. Teh opazanj

standardiziranega vpraSalnika, ki bi ga uporaltilveakem pregledu.
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Shema 2: Vkljuditev otrok z na novo odkrito aktivno celiakijo, s @liakijo na BGD in zdravih otrok v raziskavo.
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3.1. Rezultati analize citokinaTNF-a.

3.1.1. Primerjava za¢etnih vrednosti TNF-a.

Graf 1: Zacetne vrednostiTNF-a pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo na

BGD in zdravih otrocih.
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Rezultati so prikazani kahediane in interkvartilni razmiki (IQF. Statisttno zn&ilnih razlik ni bilo.

NajviSje z&etne vrednosti TN-o so imeli otroci z aktivno celiakijo. Vrednosti Tlo pri
otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih s¢ebpodobneCeprav so bili otroci s celiakij
na BGD randomizirani v dve slpini, in sicer v skupino, ki je prejefarobiotik, in skupino, ki
je prejela placehge med obema skupinama otrok bila @hma razlika (f = 0,015) v z&etni
vrednosti TNFe. V skupini ki je prejeli probiotik, so imeli otroci znélno viSje z&etne
vrednosti TNFe v primerjavi s skupin, ki je prejela placebo.

Pri otrocih s celiakijo smo preverjali tudi dosledh pri izvajanju BGD s poném anamnez:
in spremljanja seroloskih markerjev za celiakijded® na pozitivnhe markerjea celiakijo in
anamnezo o4ivanju glutena sio ugotavljali 91 % doslednost pri izvajar BGD v skupini,

ki je prejela probiotikin 80 % komplianco v skupi, ki je prejelaplacebo. Med posameznil
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bolniki s celiakijo nismo ugotavljali statigtio zn&ilne povezave med pozitivnir

seroloSkimi markerji za celiakijo in poviSanimi dreostmi TNI-a.

3.1.1.1. Razlike v za&etnih vrednostih citokina TNF-a glede na trajanje BGLC

Graf 2: Zacdetne vrednosti TNF-a pri otrocih s celiakijo, ki so bili na BGD manj kot 1

leto in vef kot 1 leto
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Rezultati so prikazani kahediane in IQI. Statisttno zn&ilnih razlik ni bilo.

Vse otroke s celiakijo na BGD (iz skup, ki je prejela probiotikjn skupine, ki je prejela
placebo) smo za namene statiséi analize razdel na tiste, ki so bili na BGD manj k 1 leto
in tiste, ki so bili na BGD w«ekot 1 leto. Primerjali smo zZ&tne vrednosti TN-a iz obeh na
novo formiranih skupin. Zgetna povpréna vrednost TN-o v obeh skupinah je bila skot

enaka.
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3.1.2. Sprememba vrednostTNF-a pri otrocih s celiakijo na BGD po LZivanju

probiotika oz. placebe

Graf 3: Spremembe vrednosti TNI-a po uZivanju probiotika oz.

celiakijo na BGD.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQIl. Za dokazovanje statigtio zn&ilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

parni Wilcoxonov test predztianih rango.

V skupini otrok s celiakijo na BGD so se vrednddilF-a po zakljuku uzivanja probiotik:

zn&ilno znizale (p= 0,020) glede na Zatnevrednosti. 3 mesece po zaklku terapije ¢

probiotikom so se vrednosti Tl-a ponovno zné&lno dvignile (p =0,024). Ob zakljtku

uzivanja placeba so se vrednosti T-a nezndilno dvignile v primerjavi z z&tnimi

vrednostmi.
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3.1.2.1. Spremembe vrednosti TNI-a. po uzZivanju probiotika 0z. placeba glede ni
trajanje BGD

Za namene statistie analize smo spremembe vrednosti -o. po Wivanju probiotika o.

placeba primerjali v obeh skupinah ot tudi glede na trajanje BGD (manj kot 1 leto al&»

kot 1 leto). Razlik so prikazane v grafu 4 in graft

Graf 4. Spremembe vrednosti TNI-e. po uzZivanju probiotika oz. placeba pri otrocih s

celiakijo na BGD < 1 leto.

p=C,046

30 4

25 - [ 7adetna vrednnst

20

Ej 0 ZaMjuéek jemanja terapije
15 +
10 - S l_l—i| 1 Kontrolne vrednosti 3

mesece kasneje

TNF a [pmol/gl]

Placebo Probiotik

Rezultati so prikazani kahediane in IQIl. Za dokazovanje statigtio zndilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

parni Wilcoxonov test predzianih rango.

Pri otrocih s celiakijo na BGD manj k 1 leto so se ob zakilau jemanja probiotika vrednos
TNF-o statisttno nezndilno znizale, medtem ko so se v skupini, ki je afv placebo
vrednosti neznalno poviSale. 3 mesece po zakluw uZivanja probiotika so se vredn:
TNF-0 nezn&ilno dvignile. V skupini otrok s celiakijo na BGD, ki je uZigaprobiotik, je

bila razlika med z&tno in kontrolno vrednostjo TM-a zn&ilna (p =0,046)
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Graf 5: Sprememba vrednosti TNI-a po uzivanju probiotika oz. placeba pri otrocih s

celiakijo na BGD > 1 leto.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQIl. Za dokazovanje statigtio zn&ilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

parni Wilcoxonov test predzsenih rango.

Ob zakljitku jemanja probiotika so se vrednosti T-a skoraj znéilno znizale (} = 0,055),

medtem ko so se v skupini, ki je prejemala placshaijsttno neznailno poviSale

3.2. Rezultati analize citokina IL-10

Pri otrocih z na novodkrito aktivno celiakijo so bile Zatne vrednosti citokina -10 pri treh
otrocih od osmih(37,5 %) nad ravn kvantifikacije (> 5 pg/ml). Pri otrocih s celiakijo r
BGD je bilo nad ravnjckvantifiacije IL-10 8 % vzorcev in v skupini zdravih otrok 11
vzorcev.Ker so bile pri veini preiskovancev vrednosti citokina-10 pod mejckvantifiacije,

statisttne analize dmo izved!.
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3.3. Reazultati analize kratkoveriznih ma&obnih kislin

3.3.1. Primerjava zacetnih vrednosti KVMK

Pred zaetkom jemanja probiotika oz. placeba smo v vselpisialn otrok izmerili z&etne
vrednosti posameznih KVMK, skupnih KVMK in izranali fermentacijski indeks ter dd@id
razmerje med posameznimi KVMK. Razlike med skupinprikazuje Tabela 3 in Grafi 7—

12.

Dolocali smo vrednosti ocetne, propionske, maslene i&mal kisline. Ml€no kislino smo
izkljucili iz analize, ker bi bila kvantifikacija zaradizkih koncentracij zelo nezanesljiva,
poleg tega smo jo uspeli kvantificirati le v 25 %ovcev. Pri skupnih vrednostih KVMK smo

upostevali seStevek treh glavnih KVMK (ocetne, poogke in maslene kisline).

Tabela 3: Vrednosti posameznih KVMK in razmerje medKVMK pri otrocih z aktivho
(na novo odkrito) celiakijo, pri otrocih s celiakijo na BGD in pri kontrolni skupini

zdravih otrok.

Aktivna celiakija Celiakija ob BGD Zdrave kontrole
umol/g % umol/g % umol/g %
Stevilo oseb 7 46 18

Ocetna kislina 34(12,0-60,7 | 61 | 23,6(8,4-143,C | 61 | 21,2(7,8-42,6 | 67
Propionska kislina| 12,4(7,5-17,4 | 22 8,9(0-35,1 23 5,2(0-16,5 16
Maslena kislina 9,5(3,1-46,3 | 17 6,1(0-37,8 16 | 54(22,3-43,3 | 17
Fermentacijski indek®,16 (-0,07-0,33 0,22(-0,42-1,00 0,22(-0,32-0,89)
Skupne KVMK | 55,1 (22,6—-119,7) 36,6 (12,1-184,0) 297,8-86,7

Rezultati so prikazani kot mediane, v oklepajura&edeni minimalna in maksimalna vrednost. Deleztros,

propionske in maslene kisline je izraZzen v odstottede na seStevek vseh treh KVMK.
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Graf 6: Zacetne vrednosti ocetne kisline pri otrocih z aktivhaceliakijo, otrocih s celiakijo

na BGD in zdravih otrocih.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQIl Za dokazovanje statigtio zndilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

Mann-Whitneyjev U-test.

Otroci z aktivno celiakijo so imeli zddno ve (p = 0,027) ocetne kisline kot zdraotroci.
Pri vseh otrocih na BGD (iz skupi, ki je prejela probiotik, in skupinéi je prejeli placebo)
smo opazali velik razpon vrednosti ocetne kislimendar je bila srednja vrednost oce

kisline statisttno neznailno nizja kot pri otrocih z aktivo celiakijo.
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Graf 7: Zadetne vrednosti propionske kisline pri otrocih z akivnho celiakijo, otrocih s

celiakijo na BGD in zdravih otrocih.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQF Za dokazovanije statigtio zndilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

Mann-Whitneyjev U-test.

Otroci z aktivno celiakijo so imeli zddno ved (p = 0,009) propionske kisline kot zdre
otroci. Prav tako so imeli otroci na BGD zilao vet (p = 0,039) propionske kisline ki
zdravi otroci. V skupinotrok s celiakijo na BGD smo tudi pri propionskskni opazali velik

razpon z&etnih vrednosti.
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Graf 8. Zacetne vrednosti maslene kisline pri otrocih z aktive celiakijo, otrocih s

celiakijo na BGD in zdravih otrocih.
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Rezultati so prikazani kahediane in 1QI. Statisténo zn&ilnih razlik ni bilo.

Otroci z aktivno celiakijo so imeli statitio nezngilno ve¢ maslene kisline kot otroci

celiakijo na BGD in zdravi otroci. Otroci s celigkina BGD in zdravi otroci someli

podobno srednjo vrednost maslene kisline. Pri ¥MK je bil razpon z&etnih vrednostv

vseh skupinah najeg.
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Graf 9: Zaéetne vrednosti skupnih KVMK (ocetne, propionske inmaslene kisline) pri

otrocih z aktivno celiakijo, otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQRZa dokazovanje statigtio zndilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

Mann-Whitneyjev U-test.

Otroci z aktivno celiakijo so imeli skoraj ztimo vetje (r = 0,066) srednje skupne vrednc
KVMK kot zdravi otroci.Vrednosti skupnih KVMK so bile najnizje pri zdravdtrocih, natc

so sledili otroci na BGD in nazadnje Se otroci #valo celiakijo

42



Graf 10: Zacdetne vrednosti fermentacijskega indeksa pri otrocih z aktivho cekkijo,

otrocih s celiakijo na BGD in zdravih otrocih.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQI. Statisttno zn&ilnih razlik ni bilo.

NajviSje srednje vrednosti fermentacijskega indeksaimeli otroci s celiakijo niBGD,

najnizji indeks pa so imeli otroci z aktivno celijak
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Graf 11: Zaéetne vrednosti razmerje med KVMK pri otrocih z aktivno celiakijo, otrocih

s celiakijo na BGD in zdravih otrocih.
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Razmerja med srednjimi vrednostposameznih KVMK so podana v odstotkBtatisténo znailnih razlik ni

bilo.

Otroci z aktivno celiakijo in celiakijo na BGD sameli skoraj enakorazmerje med
posameznimi KVMK (Graf 12 in abela 4). Zdravi otroci so imeli nepomembndgjivdelez
ocetne kisline in manjSi delez propionske Kislime &troci z aktivno celiakijo oz. ciakijo na

BGD.
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3.3.2. Razlike v za&etnih vrednostih KVMK pri otrocih s celiakijo na BG D glede na

trajanje BGD.

Tudi za ugotavljanje razlik v Zatnih vrednostih posamzenih KVMK, razmerja med KVMK
ter fermentacijskega indeksa smo vse otroke skigima BGD (iz skupine, ki je prejela
probiotik, in skupine, ki je prejela placebo) zanmeme statistihe analize razdelili na tiste, ki

so bili na BGD manj kot 1 leto, in tiste, ki soilsih BGD ve& kot 1 leto (Tabela 4).

Tabela 4: Vrednosti posameznih KVMK in razmerje medKVMK pri otrocih s celiakijo

na BGD manj kot 1 leto in ve kot 1 leto.

Otroci s celiakijo na BGD < 1 leto | Otroci s celiakijo na BGD > 1 leto
umol/g % umol/g %
Stevilo oseb 9 37
Ocetna kislina 21,7 (12,1-42,5) 68 24,3 (8,4-142,9) 61
Propionska kislina 6,3 (0-10,9) 12 9,3(2,3-35,1) 16
Maslena kislina 3,9(0-9,2) 20 6,5(1,0-37,8) 23
Fermentacijski indeks 0,27 (0,10-1,00) 0,22 (-0,42—0,92)
Skupne KVMK 28,5 (20,6—62,5) 38,6 (12,1-186,0)

Rezultati so prikazani kot mediane, v oklepajurs&edeni minimalna in maksimalna vrednost. Deleztros,

propionske in maslene kisline je izrazen v odstotitede na seStevek vseh treh KVMK.

Do statisttno zn&ilnih razlik v na novo formiranih skupinah glede tnajanje BGD ni priSlo.

Otroci s celiakijo na BGD < 1 leto so imeli skopgimembno manj (p = 0,07) maslene kisline

kot otroci s celiakijo na BGD > 1 leto.
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3.3.3. Spremembe vrednosti KVMK po uzivanju probiotika oz. placeba pri otrocih s

celiakijo na BGD

Spodaj predstavljeni grafi prikazujejo spremembegmaznih vrednosti KVMK po dodatk

placeba oz. probiotika pri otrocih s celiakijo n&B.

Graf 12: Spremembe vrednosti ocetne kisline [ uzivanju probiotika oz. placeba pri

otrocih s celiakijo na BGD.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQI. Statisttno zn&ilnih razlik ni bilo.

Po uzivanju placeba pri otrocih s celiakijo ha B@DpriSlo do veéjih sprememb v kotiini

ocetne kisline v blatu. Po uzivanju probiotika sedsnje vrednosti ocetne kisline ost

priblizno enake, vmnosti tretjega kvartila ocetne kisline so se pavarju probiotika

nezn&ilno znizale, nato pa ob kontroli ponovno povig
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Graf 13. Spremembe vrednosti propionske kisline p uzivanju probiotika oz. placeba

pri otrocih s celiakijo na BGD.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQF Statisténo zn&ilnih razlik ni bilo.

Po uZivanju placeba pri otrocih s celiakijo na B@i priSlo do ve&jih sprememb ni v
srednjih vrednostih propionske kisline v blatu. ®dvanju probitika so srednje vrednos
propionskekisline ostale priblizno enake, vrednosti tretjégyartila propionske kisline so ¢

po uZivanju probiotika nezt#no zniZale, nato pa ob kontroli ponovno povig
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Graf 14: Spremembe vrednos maslene kisline pouzivanju probiotika oz. placeba pri

otrocih s celiakijo na BGD.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQRStatisttno zn&ilnih razlik ni bilo.

Po uzivanju probiotika pri otrocih s celiakijo naGB je priSlo do nezri@nega znizan;
srednje vrednosti in tretjega kvartila masleneihkesl Po koncu uzivanja probiotika se

koncentracija maslene kisline ponovno n€#dna zviSala
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Graf 15: Spremembe skupne vrednosti KVMK pc uzivanju probiotika 0z. placeba pri

otrocih s celiakijo na BGD.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQRStatisténo zn&ilnih razlik ni bilo.

Po uZivanju placeba pri otrocih s celiakijo na B&®je srednja vrednost skupnih KVMK
blatu nekoliko dvignila. Po uzivanju probiotika $& vrednost tretjega kvartila skupr

KVMK nezn&ilno zniZala, ob kontroli pa ponovno povise
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Graf 16: Spremembe vrednosti FI pt uzivanju probiotika oz. placeba pri otrocih s

celiakijo na BGD.
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Rezultati so prikazani kahediane in IQRZa dokazovanije statigtio zn&ilne razlike(p < 0,05) smo uporabili

parni Wilcoxonov tespredzngenih rango .

Takoj po uzivanju probiotikese je srednja vrednost Fri otrocih s celiakijo na BGI
nezndilno znizala. Dokazali smo ztiéno znizanje (| =0,013) v FI med zgtno in kontrolnc

(kon¢no) vrednostjo 3 mesece po zakku jemanju probiotika

3.3.4. Spremembe vrednosti KVMK po uzivanju probiotika/placeba glede na trajanje
BGD

Podobno kot pri TNF: smo pri KVMK naredili statiscno analizo po uzivanj

probiotika/placeba pri otrocih glede na trajanje B 1 leto in >1 leto). Ker pri tem nism

belezili statisitno zn&ilnih spremembv vrednostih KVMK med posameznimi skupinar

rezultatov nismo predstavili v graf
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3.3.5. Povezave med pozitivnimi seroloskimi ozngevalci za celiakijo in KVMK

Ugotovili smo, da ne obstaja statistb zn&ilna povezava med pozitivnimi seroloskimi
oznaevalci za celiakijo (EMA, tTG) in poviSanimi ali zanimi vrednostmi posameznih ali
skupnih KVMK oz. Fl. Tudi vrednosti TNE- niso bile znéilno povezane z vrednostmi

KVMK.
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4. DISKUSIJA

Do sedaj je bilo objavljenih malo klignih raziskav glede uporabe probiotikov pri otrosih
celiakijo. Cilj naSega klidinega preizkusa je bil ugotoviti vpliv jemangifidobacterium
breve BRO3 in B632 (ob rednem zdravljenju z BGD) na iskinsistem bolnikov s
prewevanjem ravni provnetnega citokina TNFRnA protivnetnega citokina IL-10 v serumu in

ravni ocetne, propionske in maslene kisline v blatu

Za raziskavo smo izbrali sev8.breve BRO3 in B632 na podlagi njunega dokazanega
probioticnega winka v Studijahin vitro (105, 107) in na podlagi klitinega preizkusa (106), s
katerimi so dokazali uspesno poaaje vrednosti bifidobakterij pri zdravih otrocim i
zmanjSanje gramnegativnih bakterij v njihovem hldileravnovesnarevesna mikrobiota
(zmanjSan delez bifidobakterij in poviSan deleZzngnagativnih bakterij) je prisotntako pri
otrocih z na novo odkrito aktivno celiakijo kot mtrocih z zdravljeno celiakijo na BGD (34—

37).

Pri osebah s celiakijo izpostavljenost glutenu Bprivorbo provnetnih in protivnetnih
citokinov (11, 13). V raziskavi smo ugotavljali meilno visje za&etne vrednosti citokina
TNF-o pri otrocih z na novo odkrito celiakijo v primevjaz zdravimi otroki. Pri otrocih s
celiakijo, ki so bili na BGD vsaj 6 mesecev, soebirednosti TNF-a primerljive z
vrednostmi pri zdravih otrocih. Raven protivnetnegakina IL-10 je bila pri vé&ni otrok v
vseh skupinah pod nivojem kvantifikacije (5 pg/ni)anavalan (16) je pri otrocih z aktivno
celiakijo ugotavljal viSje vrednosti TN&-in IL-10 v primerjavi s kontrolami. Sicer je tudi
Kekkonen s sodelavci (115) v klimi raziskavi pri zdravih odraslih ugotavljal, dagamo 39

% vzorcev v serumu vsebovalo IL-10 pri ravni kvéikécije 0,78 pg/ml.
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Ko smo za namene statiste analize primerjali Zetne vrednosti TNk glede na trajanje
BGD (BGD manj kot 1 leto in BGD wekot 1 leto), pri otrocih s celiakijo nismo nasli
zn&ilnih sprememb. Nasprotno, Manavalan in sodelavud) (so nasli znalno manjSe
vrednosti nekaterih provnetnih in protivnetnih kitwmv pri otrocih s celiakijo na BGD manj
kot 1 leto v primerjavi z otroki na BGD ¥ekot 1 leto. Rezultati naSe primerjave glede na
trajanje BGD so statigtno Sibki zaradi majhnega vzorca otrok s celiakgoBGD manj kot 1

leto (n = 9) v primerjavi z otroki s celiakijo na@® ve: kot 1 leto (n = 37).

Zanimiva je tudi znélna razlika za&etnih vrednosti TNFe. pri otrocih s celiakijo na BGD, ki
so kasneje uzivali probiotik, in skupini, ki je udla placebo. Ti otroci bi morali imeti
primerljive vrednosti, saj so bili vsi v povgja enako dolgo na BGD in randomizirani v obe
skupini s pomgo ratunalniskega zaporedja. V obeh skupinah je bilo patiobno Stevilo
otrok na BGD < 1 leto (5 otrok je bilo v skupini, je prejela probiotik, in 4 otroci so bili v
skupini, ki je prejemala placebo). Dosledno drzaBfeD smo preverjali z anamnezo, ki je
veckrat nezanesljiva, in z bolj specifimi seroloskimi testi (EMA, tTG). Na podlagi
pozitivnih seroloSkih testov in anamneze smocizrali komplianco za BGD v obeh skupinah
otrok. Le-ta je bila v skupini, ki je prejela pléce 80 %, otroci iz te skupine pa so imeli
zn&ilno nizje za&etne vrednosti TNk kot tisti iz skupine, ki je prejela probiotik —
komplianca je bila tukaj 91 %. Rezultati naSe $eudiso pokazali povezave med pozitivnimi
seroloSkimi testi za celiakijo in vrednostjo cito& TNF in IL-10. Manavalan (16) je naSel
zn&ilno povezavo med ravnjo tTG in ravnjo provnetmhprotivnetnih citokinov (IL-10, IL-
4in IL-1 a, IL-1 B ter IL-8) v serumu z izjemo TNE-in INF-y. Nasprotno pa je Mysliwiec

(116) naSel zndlno povezavo med vrednostmi tTG in TNE-
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Eden izmed glavnih namenov naSe Studije je bil angtitvpliv izbranih probioténih sevov
B.breve BRO3 in B632 (v nadaljevanju probiotika) na ravetokinov TNF«a in IL-10.
Ugotovili smo, da se je pri otrocih s celiakijo,da bili na BGD vsaj 6 mesecev, po uZivanju
probiotika znailno zniZala raven provnetnega citokina TMFPri otrocih s celiakijo na
BGD, ki so uZzivali placebo, ni prislo do zflaih sprememb ravni citokina TNE- 3 mesece
po koncu uzivanja probiotika smo ugotavljali stitiso pomemben ponovni porast TNE-
Nasprotno Smecuol (111) v klimiem preizkusu na odraslih osebah z aktivnho cebakij
ugotavljal vpliva uzZivanja probiathega sevaifidobacterium infantisna TNFe. Olivares
(112) je podobno kot v nasi Studiji ptewval vpliv 3 mesénega uzivanjaBifidobacterium
longum pri otrocih s celiakijo na BGD in ob tem ugotowviezn&ilno zniZzanje TNFe po

uzivanju probiotika.

Citokin TNF-a je odgovoren za poSkodiioevesne mukoze pri celiakiji in je vnetni mediator
v mnogo razknih celicah po celem telesu (117). Tako predvidevada zniZanje tega
provnetnega citokina lahko zmanj3aevesne in sistemske zaplete bolezni. Daige
serumske koncentracije citokinov ima dve pomemhbmiejdvi. Veliko citokinov krozi v
obliki proteinov, vezanih na topne receptorje, p&&aine proteine ali zaviralce, zaradsar se
lahko prikazuje lazno niZja raven citokinov v seturifudi s@asni vnetni proces iz drugega
vzroka lahko poviSa serumsko raven @eloih citokinov. Znizanje serumskega citokina TNF-
a po uzivanju probiotika nakazuje, da zgoraj navededitve ne vplivajo bistveno na meritve

citokina TNFe (118).

Za prewevanje presnovne aktivhostrevesne flore smo v naSi Studiji analizirali profil
KVMK. Le-te nastanejo z bakterijsko fermentacijoramgradljive hrane \Wrevesju. Nasa

Studija je pokazala, da imajo otroci z aktivho @kfo zn&ilno vec ocetne in propionske
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kisline in skoraj zn&lno vet skupnih KVMK v primerjavi z zdravimi otroki. Najgje srednje
vrednosti vseh KVMK so imeli otroci z aktivno celipp, sledili so otroci na BGD in najman;
so jih imeli zdravi otroci. Tudi Tjellstrotm s sodeti (74) je ugotavljal zrdno visje
vrednosti ocetne kisline in skupnega Stevila KVMiK girocih z aktivno celiakijo in celiakijo
na BGD manj kot 1 leto v primerjavi z zdravimi d¢roUgotovili smo tudi, da imajo otroci, ki
so na BGD ve kot 6 mesecev, z@no vet propionske kisline kot zdravi otroci. Nasprotno
pa je Tjellstrom (74) dokazal, da imajo otroci $ial@jo na BGD ve kot 1 leto enako raven

tako skupnih kot tudi posameznih KVMK.

Kot je predlagal Tjellsttm (74), smo izmali tudi FI, ki bi naj ponazarjal vnetni kotik
KVMK. Presenetljivo smo v naSi Studiji ugotavljalezn&ilno nizji FI, ki ponazarja visoko
protivnetno aktivnost pri otrocih z na novo odkrieliakijo v primerjavi z otroki s celiakijo
na BGD in zdravimi kontrolami. Tjellstrom je v Sijicha sicer vé&jem vzorcu otrok z na
novo odkrito celiakijo ugotavljal prav nasprotnai &trocih z aktivno celiakijo in celiakijo na
BGD manj kot 1 leto je ugotavljal visji FI v prinjavi z zdravimi kontrolami in otroki s
celiakijo na BGD veé kot 1 leto (47, 74). Tudi mi smo ugotavljali vi§jl pri otroci s celiakijo
na BGD manj kot 1 leto v primerjavi z otroki na BGI&X kot 1 leto. Statistha ma@& naSe
primerjave otrok je zaradi velike razlike v Stevihed skupino na novo okritih otrok z aktivno
celiakijo (n = 8), skupino otrok s celiakijo na BGlanj kot 1 leto (n = 9) in skupino otrok s
celiakijo na BGD veé kot 1 leto (n = 37) je Sibka. Za boljSo ocenoikamied skupinami otrok
glede na BGD bi potrebovali & vzorec otrok z aktivno celiakijo in celiakijo rBGD man;
kot 1 leto. Po pregledu literature smo ugotovili, mh novo opredeljenega Fl, ki bi naj kazal

vnetno aktivhost KVMK, razen Tjellstéma do sedapporabil nilte drug.
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Ugotavljali smo tudi vpliv izbranega probiotika maven ocetne, propionske in maslene
kisline v blatu pri otrocih s celiakijo na BGD. R&ivanju probiotika nismo ugotovili
statisttno zn&ilnih razlik na ravni ocetne, propionske in maslé&igine glede na z®tne
vrednosti. Po uZivanju probiotika pri otrocih s iakljo na BGD je priSlo nezidnega
znizanja srednje vrednosti maslene kisline v blafta. ugotovitev je nasprotna z naSo
hipotezo, da po uZivanju probiotika pride do pomjaamaslene kisline v blatu. Nasa hipoteza
je bila osnovana na razmiSljanju, da na$ izbranbjotik deluje protivnetno in posletho
zviSuje raven maslene kisline v blatu, saj je Bikednja spoznana kot protivhetna KVMK v
mnogihin vitro Studijah (51, 65—-67). NaSi rezultati so skladning@avo Studijo (119), ki je
dokazala zniZzanje maslene kisline v blatu po &tlehskem uzZivanjuB.breve pri
nedonoSetkih s porodno tezo, niZjo od 1500 g. Hkrati sowd§t ugotavljali tudi zmanjSanje
pojavnosti nekrozantnega enterokolitisa pri zelarekéh novorojedkih. Ti nasprotujdi Si
rezultati kaZzejo na to, da KVMK uravnavajo vnetriggaovore samo v doéenih bolezenskih
stanjih, pri nekaterih omilijo vnetje, pri drugila goslabSajo (64). Do sedaj je bilo opravljenih
malo klinicnih raziskav, ki bi opredelile pomen posameznih KK/Ma imunski sistem pri

razlicnih boleznih (59).

Po uzivanju probiotika pri otrocih s celiakijo n&B je priSlo do nezri@nega zniZzanja Fl,
kar nakazuje, da je imel probiotik vpliv na zmanjgavnetnega katnika KVMK. Zanimivo
se je FI po koncu uzivanja probiotika Se znizalmxgt, razlika med z&tno in kokno
vrednostjo (3 mesece po koncu jemanja probiotikge bila statisttno zn&ilna. Vrednosti
TNF-a SO se po uZzivanju probiotika znlao znizale in nasprotno so se vrednosti TAB-

mesece po koncu uzivanja probiotika ponovnaima povisale.
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Sestava KVMK v fecesu kaze na zapleteno interakoigal gostiteljem, prehrano in mikrobi.
Na kolicino KVMK v blatu vpliva ravnovesje med produkcijo iabsorpcijo KVMK, tip
¢revesne mikrobiote, kalina in vrsta hranil za fermentacijo énevesni tranzitnéas (72). Za
nezdravljeno celiakijo sta z&itni vilusna atrofija in zmanjSana kapaciteta zess@bpcijo
hranilnih snovi, kar powa kolicino hranil za fermentacijo v debeleénevesu in nastanek
KVMK (120). To lahko pojasni viSjo raven KVMK v hia otrok z nezdravljeno aktivho

celiakijo, kar sta potrdili tudi Studiji Kopeknyfd21) in Tjellstroma (74).

Pri otrocih s celiakijo na BGD vsaj 6 mesecev (pevpo je BGD trajala 6,4 leta) smo
opazali nizje vrednosti KVMK kot pri nezdravljenktavni celiakiji, kar kaze na zacelitev
mukoze tankegarevesa. Vpliv BGD na kalino KVMK ni povsem jasen. Tudi BGD naj bi
vplivala na znizanje KVMK, saj se s takSno dietoZigg manj neSkrobnih polisaharidov, ki
predstavljajo glavni vir za nastanek KVMK (122). iaero s sodelavci (123) je objavil
analizo KVMK v blatu pri zdravih odraslih, ki so ivali obi¢ajno glutensko prehrano, po
obdobju na BGD in dieti z raziimi kolicinami glutena. Raven KVMK se pri osebah, ki so
uzivale obfajno prehrano, in osebah na BGD ni razlikovala. atilnih sprememb v
koli¢ini KVMK je priSlo samo po uzivanju nefiziolosko Neh koli¢in glutena (30 g/dan). V
nasi Studiji smo ugotavljali zddno visSje vrednosti propionske kisline pri otrochceliakijo
na BGD v primerjavi z zdravimi otroki, kar lahkoka@uje na Se spremenjeti@vesno floro
pri otrocih s celikijo na BGD. Nasprotno je Tjett&mn pri otrocih s celiakijo po 1 letu BGD
ugotavljal normalizacijo KVMK (74). Prav tako so $® 1 letu na BGD normalizirali
doloceni, sc¢revesno floro povezani, presnovki (aminokislingjdi, piruvat, holin, glukoza

...) V.serumu in urinu (124).
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Da bi lahko zanesljiveje potrdili pozitiven vplivoibcenega probiotika na&revesni in
sistemski ravni pri osebah s celiakijo, bi moralpnvhodnje testirati we parametrov, in sicer
¢revesno mikrobioto iz blata, imunski fenotip calicperiferne krvi, serumsko koncentracijo
razlicnih provnetnih in protivnetnih citokinov, imunoglaline A v ¢revesju, spremembe na
ravni sluznice tankeg&evesja z biopsijo in dotitvijo intraepitelnih limfocitov (112). Vloga
KVMK ostaja zaenkrat Se nejasna. Zlati standardarg@nja aktivnosti bolezni predstavlja
Se vedno biopsija tankegaevesa. Ta metoda je invazivnagredraga za namene kkinih
raziskav in ponavadi se starSi in otroci z njo tidjgjo. NaSo raziskavo bi lahko izboljSali
tudi z vpeljavo prehranskega dnevnika pri otrocibesiakijo, s¢imer bi (v sodelovanju s
Klini¢cnim dietetikom) ugotavljali doslednost in sestavGIRB Prav tako bi lahko vkijtili
vprasalnik klinEnih simptomov pred in po jemanju probiotika. Sisaro iz pogovora s starsi
izvedeli, da so otroci s celiakijo, ki so jemaliopiotik, imeli manj okuzb dihal v zimskem
¢asu v primerjavi s preteklo sezono. To posredn keZdelovanje izbranega probiotika tudi
na zmanjSanje pojavnosti in trajanje okuzb dihak, jle bilo v mnogih klininih raziskavah

tudi potrjeno (125, 126).
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4.1. Potrditev oziroma zavrnitev tez doktorske disertage

Na podlagi naSe Studije sniROTRDILI hipotezo, ki trdi, da uZivanje izbranega probiatik
zniza provnetni citokin TNFe pri otrocih s celiakijo na BGD. Hipotezo, da uZija
izbranega probiotika poviSa protivnetni citokin 10, nismo mogli preveriti, saj je bila raven
protivhetnega citokina IL-10 pri ¥@i otrok pod nivojem kvantifikacije. Hipoteze praako
nismo mogli potrditi v skupini otrok z aktivho cakijo, saj smo asu trajanja Studije zbrali

premajhen vzorec otrok iz te skupine, ki so uziiairani probiotik oz. placebo.

Hipotezo, da se fermentacijski indeks KVMK po uZijaizbranega probiotika pri otrocih s
celiakijo na BGD zniza, sm&®OTRDILI. Pri otrocih s celiakijo na BGD smo dokazali
zn&ilno znizanje fermentacijskega indeksa, ki je @@ 3 mesece po zakiku terapije z

izbranimi probioténimi sevi.

Hipotezo, da uZivanje izbranega probiotika povesgen maslene kisline v blatu pri otrocih z
aktivno celiakijo in s celiakijo na BGD, sm@VRGLI . Dokazali smo nasprotno, saj pride po
jemanjuB. breveBR0O3 in B632 v skupini otrok s celiakijo na BGD dezn&ilnega zniZzanja

maslene kisline.
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5. SKLEP

Stevilne novejSe raziskave izpostavljajo pomen moaresenerevesne mikrobiote za zdravje
¢loveka. Pri otrocih in odraslih s celiakijo je bikagotovljena neravnovesn&evesna
mikrobiota, ki prispeva k patogenezi bolezni. BGDt¢melj zdravljenja celiakije, saj vpliva
na normalizacijo histoloSkih sprememb sluznice ¢g@crevesa. Tudi po uvedbi BGD je
¢revesna flora ob zmanjSanem delezu bifidobakteriy&dno v neravnovesju, dolgéno je
pri 40-50 % (bolnikov s celiakijo) prisotno vnetjagr lahko vodi v Stevilne zaplete bolezni.

Dolocene vrste bifidobakterij so bileim vitro Studijah spoznane za protivnetne.

S kliniéno raziskavo smo dokazali, da delujeta izbrana ipt@ina sevaBifidobacterium
breve BRO3 in B632 protivnetno, saj so se vrednosti TdN¥F-serumu po njunem jemanju
zn&ilno znizale in nakazano se je znizal Fl, ki pomgzaktivnost kroninega, sérevesno
floro povezanega vnetja. Vsekakor bodo potrebnathaih vitro raziskave in randomizirane

klini¢ne raziskave z uporabo probiotikov n&jeen vzorcu otrok s celiakijo.
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Background Inoreasing evidence sugpests that nat only
penetics, but also environmental factors like gut micmbiota
dyshiosis play an important mle in the pathogenesis of
celiag discase (CDN.

Ait The aim of our shsdy was to investigate the effea of
two probiotic strans Bifidobacterium breve BRO3 and 8.
breve BE32 on soum pmoducion of aoti-inHammatony
eyiokine imerleukin 10 (IL-10) and pmo-infammatory
cvtokine tumor neorosis factor alpha (TNF-2) in childen
with CD.

Methods  The study was a douhle-hlinded, placebo-con-
tralled trial that incloded 49 children with CD on gluten-
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free diet ((GFD) mndomized imto two groups and 18 healthy
children in the comtrol group, The fist gmup (24 children
with D) duity received & breve BRO and BA32 (2 x 10°
colony-forming units) and the second group (25 children
with CD) received placeho for 3 months.

Rexults  THF-2 levels were significantly decreased in the
first group after receiving B breve for 3 months. On fol-
lowe-up, 3 months after recetving probiotics, THF-x levels
incressed aguin, Children with OD who were on GFD for
less than 1 vear showed similar baseline THF-x levels as
children who were on GFD for mom than 1 year. [L-10
levels were in ull groups of patients below detection level,
Conciuvions  Probiotic imervention with B breve stmins
has shown a positive effect on decreasing the production of
pro-inflammutory cytokine THE-a in children with CD on
GFL,

Keywords Celiac discase - Bifidobacteriun breve -
Cytokines + TME-2 + Children

Introduction

Celiac dissase (CD} is an immune-mediated systemic dis-
arder elicited by gluten and related prolamines in peneti-
cally susceptible individuals  [1]. HLA-DQZ/DOK
molecules of mtgen-presenting cdls bind and present
gluten peptides to lamina pmpria CO4+ T cells that induce
the production of pro-inflammatory  cytokines, mainly
interferon gamma { [FN-v), which enhances tumor necrosis
factor alpha (THNF-x) production and plays a crucial role in
damaging of intestinal mucosa [2]. [L-10 i= an important
immunorepulatory cytokine in the imestingl tisspe that
suppresses glindin-induced T cell activation ex viva in
argan hiopsy culture samples from the small bowel of
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patients with CD [3]. It has also been shown that the levels
of cytokime elevations comelate with disease activity |4, 5],

Celine disense is strongly sssociated with human leuko-
cvie antigens D02 and DOE penotype [6]. However, several
stulies suggest that put microbiody imbalimee may play an
important role in CD pathopenesis, Children with CD have
an increised number of Bacteroides ind o reduced numberof
Bifidobacterinm species in fece s ind duodenal bropsies when
compured 0 controls [7-9], These differences in the
microbiots composition are only parinlly restored after
long-tenm trestment with o ghien-free diet (GFED) [8].

Currently, GFD is the only effective treatment for CD,
Dvifferent studies showed that celine patients have problems
with full comphance 10 GFD. which leads 10 numerous
complicatins of the disesse [10]. Moreover, inflummation
in the long term is stll present in #0-50 % of the patisnts
[11]. Comsequently, various aliernatives to strict GFD have
been investipated: howewer, no novel drugs nor new
treatments are avaluble on the market [ 12],

The immunomodulairy effects of prrbiotics have been
studied in mumy milwommatory and autolmmune disewses [13]
In vitmy studies showed that some siraing of bifidobacteria
induce low amounts of pro-inflammatory cytokines (IFN-y,
THF-2, IL-2} wsml high wmounts of ant-milemmastory
cvtokines (TL- 107 and can therefore suppress pro-mftla mma-
tory milien triggered by the large intestinel microbiota of CE
patients [14-16], 8. breve strans have shown i vitro and
in vivoimmunomodulatory propertes [ 17, 18] and pos sess the
Qualified Presumption of Safety statws [19]. Two recent
stlies showed thwt B breve stmins prevent  intestinal
inflammation by inducing the production of intestinal 1-10-
producing T regulutory 1 (Tri) cells [20, 21], Tmportan]y,
glisdinespecific Trl cell clones suppressed pmlifemtion of
pathogenic T cells in CD. Momover, dysrepulition of Trl
celly seems 1o be relevant in the pathogenesis of sutoimmune
disenses in humaens [22]. The madence of autormmune dis-
onlers 15 mereased in mdividols wath CD 23],

To sum up, studies wvailoble up tonow show that B breve
probiotic supple ments along with GFD could counteraet pro-
inflammatory environment in the gut of CD patients and could
thersfore hive an miluence on deceasing the incidence of
complications of the disease. For this regson, we studied the
impact of & combination of 8 breve BROJ ond B632 oo
immunological status of children with €D on GFD by
wssessing serum production of IL- 10 and THNF-x.

Methods

Study Design

The study was a double-bhinded, placebocomirolled mier-
vention study mcluding 49 patients with CD and 18 healthy

&) springer

children for the control group (Fig. 1) Children  were
recrinted at o single center, Department of Poediatrics,
University Clinical Cenler Muribor in a period from
Oretober 2013 1o Jine 2004, Parents or camegivers of chil-
dren with T were asked 1o participate m the study w their
regulur celine checkup. The informed writlen consent was
signed by pamnls or carégmivens ot the bemmning of the
siudy, Patients were rundomly allocated inio first or second
group. Healthy children were included in the third group.
The random allocation sequence was penerited with blocks
of 8, and done wsing @ computer model {hitp:dwww.mm
domizion.com), Rundomization amd labeling of the
intervention prxducts wers dime by scientific persomel m
invielved m the swdy, amd kept wnovailable wntl dss
unlwsis wis completed The number of children in each
group wits hased on similor clinical trials testing probiotics,
The study was regsterad ot hitpscfwww climicaltrials, gov
{registrotion nurnber: NCTO2244047 ),

The first group of children with CD daily received the
formulation containing the B breve struns for 3 months and
the second group of children with CD received placebs for
3 months. Blood samples forcytokine enalysis mnd serologic
markers for CD (EMA, (TG were tuken three times, on
enrollment, at the end of intervention with pobictic/placebo
wnd om follow-up (3 months after the intervention perad). In
addition, each time patients had a clincul examination to
exclude any scute illness, Healthy children selected for the
contrsl group wers clinical exmined w exclude any acute
iliness and then blood samples for cyviokine analysis were
tukzn only onoe on enrollment.

Inclasion/Exclusion Criteria

Children with CD nped between 1 and 19 years were
invited to participate in the study (Table 1), All patients
had previously positive serologic murkers for CD o and
positive small bowel bopsy. The diagnosis of CDowis
based om ESPGHAN cnteria for CD [1, 24]. They wen= on
GFD for different periods of time (from halfl of year to
15 vears). Exclusion criterin wem acute or chronic dis-
eases, permunent use of medication, and ingestion of
antibictics at least 1 month prior wstudy. Patients who met
those criterna were mvited Lo parbcipate o the study,
Children selected for contml group wen: age and pender
matched. on gluten containing diet, did not have mny scute
or chromic disease or any chmically stgnificant disorder, and
were nol on any medication or antibiotics al least one
mionth prior o study.

Probiotic Cultures

Puckages of powder with lyophilized probiotic struns
composed of 50 % B breve BRO3 and 50 % B breve
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Fig. 1 Flowchart of panticipants

Tahle 1 Characteristics of

children in
the sy of

thé iy ok it Placeba group Probdotic group Contnol groug
intatymneion M. patients Y b 1%
Sex (M/F) 1014 616 el
Age year) 1081 £ 499 1043 £ 419 BA3 + 595
Time on GFD (yoar) 106+ 549 550+ 3113 -
Compliance o GFL} Bl % 91 % -

Dty me expressad a5 mesn + standard deviation

Age differences between gmups were determioed by Mann-Wlatmey &7 tear: “the placebo groop”™ ersos
“he probiotic group” (p = 0758 “the probiatic group” versud “the contral group” (p = 0.262), and “the
placebo graup” varas “the contml group™ (p = 02411, Differences of tine on GFD batwean the placebs
and te probotic groap (p = (1.501) was determimed by Mann-Whitney L7 241

B632, und placebo puckages were kindly provided by
Probiotical 5.p.A, Novern, laly, Probiotic cultures and
placebo were packed in identeal formé and labeled with
different codes. which ensured that the study was blinded
for investigators and patients, Each package of 2 g powder
contwining  probiotic cultures or placebo wis mixed with
fluids and ingested in the moming before breakfus during o
period of 3 months. Each packa pe of probiotic contained B.
breve BROS and B632 ina daily dosage of 107 CFU of each
strumn/y of powder,

Blood Samples and Cytokine Detection

Blood samples were drown fom o periphernol vein and
collected in o plastic twhe without anticasgulant. Serum
was obtuined by cenrifugation o 80y for 10 mun, ah-
quoted, ond stored 4t =85 °C until the snalysis. A solid-
phase enzyme-lubeled chemiluminescent immumometric
assay was used for cytokine THNF-glphn and TL-100 mea-
surement pocoiding o the manufacturer’s instruction (En-
mulite Cne, Stemens Healthcore Diagmosties). Resolts were

&) Springer
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expressed mopgiml Assay detection hmit for TRF-o amd
IL- 10} was 5 pgiml.

Statistical Analyses

Dutir were analyaed with SPSS Stutistics 21.0 (IBM Inc.,
Armonk, New York) usimg Mann—Whitney 7 test afler
Kolmogorov-Smimov or Shapim—Wilk distribution flest
for the companson of the subjects with CD versus the
comtral group and pured 'Wilcoxon signed mnk test after
Shapiro-Wilk distribution test for the comparison of
obtmined datn before and after the trestment with probiotic
and plageba. Values of p = 005 wers considered statist-
cally significant,

Ethical Issues

The pmtocol was approved by the Republic of Slovenia
Mational Medical Ethics committes. & wrilten mformed
consent wis given o parents or camgvers after the
explination of the study, Patients mjecting participation in
the study mceived o stundand care,

Results

Al the beginning of the study, 24 children with CD were
allocated to the pobiote groop amd 25 children @ the
placebo gmup. However, two children (ome from the pm-
hiotic group and oane from the plucebo group) did not come
to their follow-up sppoantment and were for that reason
excluded from the studv. In sddition, one child from the
probiotic group was lost due o moomplete dote. Thersfore,
22 children from the probiotic group amd 24 children from
the placebo group completed the study (Fig, 1), There was
no sigmfcmt difference moage o dirstion of GFD
between the placebo and the probiotic group (Table §),
Changes in the THNF-x levels before and afler probi-
otie! placeba consumption and on follow-up (3 months after
the intervention) are shown in Fig. 2, The baseline levels of
pri-mflummatory evtokine TRF-2 i serum were sgnifi-
cantly {(p= (k015) higher in the probiotic group
(1478 & 6.43) when compared to levels in the placebo
group (1058 + 3.57), Compliance to GFD measured by
semlogic markers was 91 % in the probiotic group amd
B0 % in the placebo proupe There was no correlation
between positive serologic morkers of CD and levels of
THF-2 and IL-10 in individusl patient with CD. The
haseline levels of THNF-a in serum  were sigmficantly
(p=0.022) lower in the placeho group (1058 + 3.57)
when compaed 1o levels in the coorol  group
(13.25 & 3.97) Taken together, duta of baseline THNF-x
levels from  the plocebo and  the probiotic  group
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Flj. 2 Effect of slministration of probotic of placeba in childnen
with celise disesse on the semum THMF-2 level md and comparison of
THF-2 level from healhy children (control group), Bary repeedent
madians and mterguanie ranges. The same kaers above bar indicale
sratisically sgnifican diffore nces (p < (U051 Statistical amalysis was
vt by prired Wilcoxon signed rank e

{1258 = 5.49) were similar 0 levels from healthy children
in the control group (1325 £+ 3.97), Celinc patients in both
proups were throughout the study withowt any symptoms
regarding CD. Mo side effects upon probiotics admints-
tmtion were shown In particolar, it did not have any
influence on stool comsistency o frequency of bowel
mivemenls,

At the end of intervention with probiotics, THE-a levels
(01,97 <4 3 58] in children with CD sigm ficuntly decreased
(p = 0,020} from baseline levels, Moreover, on follow-up
(3 momths after the ntervention period ) serum TREF-2 level
was pgain significantly hipher i the probietic proup, There
wis no difference n THF-2 levels in the plicebo group
(Fig. 2). Almost all values for anti-inflammatory cytokine
IL-10 in serum wene under detection limit (3 peéml) and
were themefore mol further unalysed.

Effect of Duration of Gluten-Free Dict

Next, we detemmined whether the baseline serum levels of
THF-a chunged with the duration of GFD. For that mason,
we divided children with CD fom ow stwdy o group
where children were on GFD for less than | yvear (n = 9)
and to group on GFD for more then | vear in = 37). In the
lLutter proup, children were on the GFD from 1 to 15 vears,
on average 78 veurs. Children with CD who were on GFD
for less thun | ovear showed similyr haseline THF-x levels
(12,70 £ 3,95} us children on GFD for more than | wear
(1262 £ 589} In ¢hildwen who were on GFD for more
thon | yvear amd were duily receiving  probiotics for
3 months, levels of THNF-=2 (1164 4 3.53) were redoced
almest stotistically sipnificantly (p = 0055} compared to
the baseline levels (14.86 + 7000 On the other hand, in
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Fig. 3 Compaizon of medan TNF-a levels (pmiml) bemeen
children with celiac disease a on GFD for less than | yes and b on
GFD mome than | yesr, lines represent medizns snd indenguanile
ranpes Statiaical analysis was done by paired Wilcomon sdgned mnk
test o *Siatigically sipmficant difference in the probiotic grougp
between “haseling” amd “3 month follow-up” (g = 0048)

children who received probiotics and were on GFD for less
thun | vear, levels of THNF-x only slightly decneased after
Y months  of probiotic  administration (P10 £ 3.90)
companed to the base line levels (14.50 & 4.42). There was
nit decrease in TN E-a levels in the placebo group (Fig. 3).

Driscussion

It is well kmown thot in active CD, glulen induces o sus-
twined pro-inflommatory ovokine production in vitro, as
regulutory T cells are able o release varisble amounts of
ant-nflommatory cvtokines. Previous studies sugpested
that after indvction of GFDY, levels of pro-inflummatory and
unb-nflum e tory cytokines decrease [4, 5] This &5 com-
sistent with our results, as we found that serum baseline
levels of TNF-2 were similar in children with CD on GFD
(From the probiotic and the plocebo group) when compured
tor the control group. Reason why haseling levels of TNF-a
were significantly higher in the probiotic group tham i the
plecebo group, which wos more compliant 1o GFD (91 vs,
80 %), s not known, Semm antbodies for CD have high
disense specificity bul imudequate sensitivity, and might
therefom: be unsuitable for monitoring the effects of low-
to-moderate gluten consumption [25], Children with celioc

disense were mondomized to one of two groups amd did not
have any acute or other chronic inflammautory diseases,
which could elevale TNF-2 level [26].

Furthermare, levels of mti-inflammsory cvtokime [L-10

were in all groups of children below detection level. This is
in gresment with the results of Cataldo et al. [5], who did
not observe significant difference in serum IL-10 levels in
patients with CD on GFD in comparisen with the contml
group, Moreover, we did oot find significantly lower
baseline levels of TNE-% in patients, wha were on GFD for
mirte thun | vear when compared with patients who wers
on the diet for less thon | vear, In contmst, Monsvalan
et al. [4] found significantly lower levels of all pm- and
anfi-inflammatory cytokines tested in patients on GFD for
more then | year when compared with patients on the diet
for less thun | vear. However, our results ame based on
small number (n = 9) of patients who wem on GFD for
less thum ! wesr and con therefore mvalidse stoostical
pawer,
To our knowledge, this is o fint clinical trial sssessing
the effect of two B breve gmins (BRO3 md B63Y) as
complementury therapy aling with GFD in children with
CD. Our goal was to determine the effect of B breve
straims on immunological status of patents by assessing
serum production of pro- end soti-inflammatory cvtokines
from samples obtuned ot enrollment, at the end of inter-
ventien, and on ol low-up (3 months after the completion
of intervention),

The effect of Bifdobacterium mul Lactobacilus sirums
ot the immune msponse in the pro-inflammatory milieo of
CD has been explored by ex vivo studies, by in vive antrmal
middels of gluten sensitivity, sl more recently in climical
tnals on aduls end children with CD [27-31], D' Arlenzo
et al. [27] studied the effect of different Loctobacilluz
struing und o Bifdobacferium lactis stmin in transgenic
mice expressing human DOE hetemdimer and found that
ull these sirpins merewsed antigen-specific THF-a secretion
in vivo (following co-administmtion of pmbiotic bacteria
in mice mucsally immunised with the gluten component
gliwling, We found in our study sigmificant decresse in
serirn TME2 levels m CD children following dadly con-
summplion of B breve strains during the period of 3 manths,
Omn the contrry, Smecuol et al, [30] did not find soy effect
of administration of & Bifidobacterium infantis stmin on
THFE-2 level n adult petent with active CD: Recently,
Olivares et al, [31] tested the effect of a Bifdobacterium
fongum stmin logether with GFD in o clinical tnal in
children with newly disgmosed CD and found shghtly
reduced THF-2 concentmtion following probiotic admin-
istration. Therefore, from our mesuls, we can comclude that
f. breve straing in combingtion with GFD act on reduction
in THF-2 production and consequently may have an effect
o counleractng pro-inflammstory enviromment in childmen
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with CD. However, effect of this probiotic supplement 15
only temponery, during consumpticn. We found tht levels
of TNF-x return almost to baseline levels 3 months after
completion of intervention. TWNF-z 1% responsible  for
damuging the miestingl mueoss in CO and also acts as an
inflammatory medistor activating many types of cells a
systemic level [32]. Therefore, lowermg this pro-inflam-
matory cytokine could decresse intestinal snd systemic
comphcations of the disease, To support this mnportant
conclusion, more ouloome measures like mmuone pheno-
type of peripheral blood cells, semm cvtoking concentra-
tiom, fecal secetory IgA coment, and others should be
tested. The réasoms for the lack of influence on the pro-
duction of IL-10 ane not known.,

The study hus sevem| strengths, The dosege and length
of infervention were estimated a8 appropriate based on the
exitng litersture of probwtic inlervention trials within
relmted research fekds ond strons [33]. However, serum
cyvinkine measurements have two magor limitations, Many
cvlokines often circulate as proteins bound o soluble
receplors, carner proteins, or mhibitors leading (o falsely
low levels. Furthermors, due 10 o locel production amd o
very shon half-life of some oytokines, they can be unde-
tectable in the serum. Moreover, coexstng mflummatory
processes from o different ongn may also elevide serom
levels of certmn evokines [26], However, decresse in
serum THEFza levels afier pmbiotic consumplion leuds us 10
believe that such considerations do not significantly affect
the serum levels of the cviokines analviesd. Cumentl v, there
are no universally accepted bomarkers for CD. which are
specific for assessing o thempeutic response in clinical
studies of CD. The best way o measure disease potivity
remuins o biopsy of small miestine, which s invasive and
expemsive procedine in the context of controlled chimeal
trinls, Mom-invasive alternstives (o smull bowel biopsy are
therefor: needed in order 1o develop new drugs for CD
[23].

In concluson, our sidy demonsirstes o lower produc-
tiom of the pro-inflammatory cytoking TRF-2 afler duly
consumption of the pwbistic & breve BRO3 mmd B632
strains in children with CD on GFD. Further studies with
TAE CUCOME - measures are necessary W confirm the
potentinl henefit of this tested probiotic a5 1 complemen-
tury therapy along with GFD in CD patients,
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Organizacija in funkcija crevesne flore

(Organization and function of gut microflora)

Martina Babit, Avrelija Cencit, Dufanka Micetic Turk

lzviecek

Crevesna mikroblota Je sestavljena 1z 1o-100
trilljenoy mikrobov s presnovne dejanostio,
enako pekakemu virtualnemu organu v organu
In fgra kljuéno vloge v vedrievanju crevesne
homeostaze. Sestava Crevesne flore se spremi-
nja vedolz prebavne cevl. Defavnikd, ki vplivajo
ma kolonizaclo Erevesne flore novorofenckov,
so nacin poroda, vrsta hranjenja dojenckoy, bo-
lezen in nedonosencst. Prehrana igra previadu-
jofo vlogo glede na ostale okolpske dejavnike
Mamen danka je predstavit! dosedanfe znanje s
podrodia crganiziranost n vioge crevesne flore;

Abstract

The human intestinal microbiota is composed of
10 o 100 trillton microbes whose metabolic ac-
tvity equals toa virtual organ within an organ.
Gut microflera have a cructal role in the main-
tenance of intestinal homeostasis. The compo-
sitton of gut microflora 1s changing along the
gastrolntestinal tracl. Factors that affect coloni-
ration of newborns gut microblota are delivery
mode, type of feeding, illness and prematurity.
Crur diet has a dominant role in shaping the mi-
crobial composition of the gut over other Inviro-
mental factors. The atm of this article 1s to intro-
duce up-to-date knowledge of the organization
and function of gut microflora.

Uvod

Prebavna cev predstavlja povezavo med
zunanjim okeoljem in preostalim telesom.
Znotraj prebavne cevi Zivi kompleksni poli-
mikrobni ekosistem, ki komunicira 2 zuna-
njim in notranjim okoljem in igra pomemb-
no vlogo pri zdraviu in boleznih.' Nase telo
je dom za mikrobno skupnost, ki po Stevile-
nosti presega cloveike somatske in zarodne
celice. Vedina teh 10100 trilijonov mikro-
bov naseljuje prebavno cev, predvsem distal-
ni del érevesa. Njihov genom (mikrobiom)
vsebuje vsaj stokrat veé genov kol dovekov
.85 bilifjonov bazih parov velik genom.’

ZdravVestr | Organiracja In funkcija Srevesne flore

Mednarodni tim znanstvenikow, ki sta jih
vodila Junji Qin in Ruigiang Li, je ugotovil,
da se v Erevesju nahaja priblizno 160 razlic-
nih bakterijskih vrst.*

Crevesna mikrobiota ima itevilne vioge:
skrbi za vzdrzevanje Crevesne homeosta-
ze, tvori naravao pregrado pred naselitvijo
patogenih bakterij, prebavlja in vpliva na
resorpcijo hranil, vpliva na imunski sistem
in modulira fzrazanje genov. Presnovna de-
javnost Crevesne flore je enaka dejavnosti
organa — je nekak virtualni organ v organu
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Tabela 1: Enterotipi®

Vecine crevesnih bakterijskih vrst ni mo-
gode kultiviratl. V zadnjih letih je 2 razvojem
sodobnih moelekularnih metod, kot je Siro-
kospekiralno sekvencioniranje 16 8 riboso-
malne BENA s pomnoZevanjem bakterijskih
nukleinskih kislin, ki jih ekstrahiramo iz
blata ali bioptov, mogoce prepoznati in kla-
sificirati bakterije. Dostopnost podatkov o
bakterijskih sekvencah je omogodilo razvoj
molekularnih sond za fluorescencno hibri-
dizacijo, DNK mikromre? in situ in genskih
Cipov, ki lahko prepoenavajo in koliinsko
opredelijo posamezne vrste bakierij.!

Enterotipi

Ma%e poznavanje vrst in vloge clove-
Skega Crevesnega mikrobloma se hitro Sir,
vendar fe vedno lemelji na nekaj kohortnih
Studifah, malo pa je znanega o variacijah
po svetw. Mednarodni tim strokovnjakov
je v Evropskem laboratoriju za molekular-
no biologijo (Arumugam, Raes in drugi,
zon) primerjanjal 22 na novo sekvencira-
nih fekalnih metagenomov posameznikov
iz 3tirih evropskih drzav (Danska, Spanifa,
Francija, ltafija) z dotlej objavljenimi podat-
ki. Prepoznali so tri skupine - enterotipe, ki
niso nacionalno in kontinentalno specificni
(Tabela 1). Enterotipi se razlikujejo po raz-
lini vsebnosti enega od treh rodov Bacte-
roides {enterotip 1), Prevotella (enterotip 2)
in Ruminococcus (enterotip 3). Korelacijske
analize Sanger data so pokazale, da prevla-
dujoca vrsta v vzorcu blata moéno kolerira
Z drugimi vrstami, kar kaZe na to, da so en-

terotipi skupina bakierij, ki skupaj tvorijo
previadojodo skupnost® Te enterotipe so
potrdili v dveh e objavljenih velikih kohor-
tnih Studijah.®” Vsak enterotip se razikuje v
tvorbi energije, fzdelovanju vitaminov in v
razlicni dovzetnosti za posamezne bolezni.

Sestava crevesne flore
vzdolZ prebavnga trakta

Sestava {revesne flore je odraz naravne
selelicije na ravni gostiteljz in na mikrobio-
logki ravni, Kisline v Zelodouw, 2ol in pan-
kreatiéni encimi preprecujejo koloniziranje
#elodca in proksimalnega tankega Crevesa z
vedino bakteri).” Gostola bakterij v Zelodcu
in proksimalnem delu tankega crevesa dose-
ze koncentracijo 10'-10%ml tekocine, odvi-
sno od sestave zauFite hrane. Epitel tankega
Erevesa pri zdravem cloveku ni koloniziran,
Bakierije v tem predelu ne tvorijo konglo-
meratov, prav tako so od sluznice loene s
slojem mukusa® V distalnem delu tankega
crevesa in v debelem Erevesu doseiejo bak-
terije koncentracijo 10''-10"" na gram vse-
bine Erevesa, kar predstavlja 6c% fekalne
mase. V debelem érevesu bakterije z razgra-
dnjo neprebavijivih ostankov hrane tvorijo
vitamine in kratkoverifne maséobne kisline
in érevesne pline.'” Poleg tega, da obstajajo
variacije v sestavi flore vadolZ frevesa, obsta-
jajo tudi razlicne mikrobioloske populacije,
ki so v svetlind, in tiste, ki se drifjo povrsi-
ne crevesja. Razmerje anaerobov proti ae-
robom je manjse na povriini sluznice kot v
svetlini."!

I S " S

Previadujoée bakterije
Ostale bakterije

Znatilnost

574

Bactersides Prevotelia Ruminococcus
Parabacteroides, Clostridinies, Desuifovibria, Stophylococcus, Diatister,
Lactobaciiius, Alkatiohilus, Rnodospiriiium, Eschericiia, Ruminococcaceae,
Geobacter, Slackia, Shigella, Holdzmanda, Marvinbryantia,
Methanobrevibacter, Peptostrepiococcoceas, minobacterium,
Canteribacterium Staphylococcus, hingabacterium,

Leuronastoc; Heticobacter, Akkermansia, Gordonibacter.

Velllonella, Alkermansia,

Ruminoooocaceas. Eggertielin.

» Sinok saharolitski potencial,
= encimiza razgradnjo
ﬁaiakmc':da.z-é,
oksoaminidaze in protease

frevesja

w rasgrajujejo glikoproteine

mucira v mukoenem sloju

» Dogatey mambranskem
transportu za vegino
sladhorjev
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Sprva so raziskovalci mislili, da se imun-
ski sistem odziva na patogene dcrevesne
bakterije in tolerira komenzialne bakteri-
je. Vendar to ne drzi. Bakterije ne moremo
enostavno razdeliti na patogene ali nepato-
gene. Veliko avichtonih bakterij je mamreé
znanih palogenov; npr. E coli poviroda
sepso, Bacteroides povzroca abscese, Enfero-
cocel poverodajo endokarditis, Clostridium
histolyticum povzroda plinsko gangreno. Te
bakterije so prisotne v frevesni flori zdravih
ljudi. Analiza mukozne flore FISH je poka-
zala, da postitelj sicer ne tolerira lastne mi-
krobiote, ampak jo lodi, da ne bi priilo do
stika s slurnico. V €revesnih kriptah se bak-
terije pri zdravih ljudeh ne pojavljajo.**

Kolonizacija prebavnega
trakta novorojenckov

#a sestavo crevesne mikrobiote v odra-
sli dobi so zelo pomembna prva tri leta Zi-
vljenja."* Prevladujoca érevesna mikrobiota
in mikrobiom naj bi bil med druzinskimi
¢lani podoben.'* Pri novorojenckih so bak-
terije v crevesju kljuéne za razvoj érevesne
mukoze in limfnega tkiva vzdoli Erevesja po
rojstvu.'® Prebavni trakt novorojencka naj bi
bila ob rojstvu vecinoma sterilna. 5 pomo-
£jo naprednih molekularnib analiz so pred
kratkim odkrili bakterije v amnijski tekogini
in mekoniju, kar nakazuje moznost izposta-
vljenost bakterijam Ze pred rojstvom. Signi-
fikantna in hitra kolonizacija se zgodi na-
mred nekaj ur po rojstvi. Prve bakterije, ki
ga kolonizirajo, imajo veliko prostora in pre-
hrane. Kolonizacija iz aerobnih v anaerobne
bakterije naj bi zgodila med prvim in dru-
gim tednom Zivljenja."* Znotraj prvih dni Zi-
vljenja so aerobne in fakultativao anaerobne
bakterije prve, ki maj bi kolonizirale spodniji
del prebavnega trakta (iz rodu Escherihia in
Ciram pozitivne bakterije rodov: Sireptoco-
ceus, Staphylococcus in Lactobacillus). Te ae-
robne bakterije naj bi v prvih dneh Zivljenja
porabile kisik v spodnjem delu Crevesfa in
ga pripravile za kolonizacijo dobrimi anae-
robnimi bakierijami. Priblizno gg % bakterij
crevesne flore je anaerobov. Te so veCinoma
iz rodov Bacteroides, Bifidobacterium, Ente-
robacter, Proteus, Lactobacillus.”

fdrav Vestn | Orgzanizacija in funkcia drevesna flore
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Znani dejavniki, ki vplivajo na koloniza-
cijo novorojenckove prebavne cevi, so: nacin
poroda, vrsta hranjenja dojenckov, zdravlje-
nje z antibiotiki in nedonosenost.™

Glavni dejavnik v kolonizaciji crevesa z
bakterijami je nadin poroda. Novorojencki,
rojeni vaginalno, so kolonizirani z bakteri-
jami iz materine vagine, koZe in blata, torej
z enterobaklerijami in laktobacili. Prebayi-
la novorojenckoy, rojenth s carskim rezom,
naseljujejo bakterije iz okolja, posebno iz
rodov Staphylococcus in Clostriduim. Pri teh
otrocih nastopi kelonizacija 2 esencialnimi
anaerobnimi bakterijami iz rodov Bifidobac-
ferium in Bacteriodes kasneje.'”

MNaéin hranjenja, dojenje ali mleéna
formula, je naslednji pomembni dejavnik,
ki vpliva na Crevesno floro novorojenchka,
Bifidobacterium breve je prevladujoca bi-
fidobakterifa v materinem mleku in blatu
dojenih otrok.® Je kritiéno pomembna v
imunologkem dogajanju po rojstvu in je
previadojoca bakterija pri 2—-3 mesece starih
dojenékih, ki so dojeni’® Med laktobacili,
ki so jih osamili iz ¢revesne flore dojenih
otrok, se najpogosteje pojavlia L. acidophi-
fus.** Dojencki, hranjeni z mleéno formulo,
imajo bolj raznovrstno floro, v vedji meri
so prisotne po Gramu negativne bakteri-
je: enterobakterije in bakleroides, v manjii
merl pa so prisotne bifidobakterije. Obstaja
ved dejavnikov, ki pospedujsjo kolonizacijo
crevesja dojenih otrok z bifidobakterijami.
Oligosaharidi v materinem mleku delujejo
imunomodulacijsko ¢ inhibicijo patogenih
bakierij ter spodbujanjem kolonizacije z do-
brimi bakterijami tako, da zagotavljajo hra-
no za rast bifidobakterij. Tudi sdmo materi-
no mleke naj bi vsebovalo bifidobakterije in
laktobacile.™

Uzivanje antibiotikov v novorojenckov-
em obdobju pomembno vpliva na razvoj
mikrobiote. V prospektivni Studiji** so no-
vorojencki, ki so dalj casa bivali v bolnisnici,
imeli vedji odstotek koloniziranosti z Clo-
stridium difficile ter manjsi odstotek koloni-
riranosti z bifidobakterijami. Antibicticno
zdravljenje pomembno spremeni floro no-
vorojenckove prebavnega trakta, rmanjia
komenzialne bakterije in poveca tveganje za
bakterijsko prevlado C.difficile.™
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Pri nedonodenckih v primerjavi z no-
vorojencki, rojenimi ob roku, nastopi ko-
lonizacija prebavnega trakta statisticno
znafilnoe porneje, Se posebaj z laktobacili
in bifidobakterijami. Pri dojenckih, starih
manj kot 35 tednov gestacije, je koloniraci-
ja moéno povezana z gestacijsko starostjo
otroka in ne toliko z nalinom poroda ali
vrsto hranjenja.** Ceprav se prebavni trakt
nedonofencka sfasoma kolonizira s po-
dobnimi bakterijami, kol jih najdemo pri
zdravih novorojenckih, rojenih ob roku, je
razmerje med delezem razlicnih balkterij
drugacno. Stafilokoki so predstavliali 57%
mikrobiote pri nedonofenckih in komaj
1,2 % so predstavljale bifidobakterije.*® To je
povsem drugade kot pri duminnnci bifido-
bakterij pri dojenckih, rojenih ob terminw
Dejavniki, ki naj bi prispevali k zamudni in
neravnovesni kolonizaciji frevesja pri nedo-
nogenckih, so: nezreli prebavni trakl, ente-
ralno prehranjevanje, manjsi stik z materjo
(kodo, prsi) in pogosto antibioticne zdra-
vljenje. Crevesje nedonosencka ob rojstvu
se ni doseglo popolne dolfine in povriine
Podalj$ana izpostavljenost hospitalnim bak-
terifjam poveda tudi tveganje za kolonizacijo
s sevi, ki so specificni za bolnidniéno floro,
posebaj iz rodu Klebsiella in Enterobakter.™
Mikrobiota nedonosendkoy ni tako raznoli-
ka, kar naj bi negativno vplivalo na prehra-
njenast in vsesplodno zdravije otrok. Majhna
rarnolikost bakterijskih vrst je poverana s
poveianim tveganijem za prehransko intole-
rance, slabsim pridobivanjem na telesni tezi
in gastrointestinalnimi boleznimi (npr. ne-
krozantnim enterokolitisom — NECL* Spe-
cifitnega patoloikega mikroorganizma, ki bi
povzrocal NEC, niso ugotovill, zato previa-
duje mnenje, da je za preprecevanje te bo-
lezni kljuino vzpostaviti ravmovesje zdrave
mikroflore in povecati kolonizacijo frevesja
z dobrimi bakterijami. Probiotiki naj bi te
pomanjkljivosti nadomestili. V letu 2010 so
3 metaanalize,*”**** opravijene pri nedono-
genckih, ki so jim dodajali probiotike, poka-
zale, da se z uporabo probiotikov zmanjita
incidenca NEC in sploina umrljivost, zato
so predlagali ratinsko uporabo probiotikov
pri nedonodenckih. Nedavna metaanaliza™
je proucevala razliko v uéinkovitosti velsev-
nih proti encsevnim probiotiokom. Ugoto-

vili s0, da so vedsevni probiotiki bolj ugin-
kaviti.

Ostali dejavniki, ki vplivajo
nasestavo cérevesne flore

Na sestavo Crevesne flore vplivajo Ste-
vilni in raznoliki dejavniki, tako fziolodki
(starost, okolje) kot tudi zunanji dejavniki
{ prehrana, antibiotiki, probiotiki).*™

Nacin prehrane je eden glavnih dejav-
nikowv, ki prispevajo k sestavi frevesne mi-
krobiote. De Filippo® je primerjal érevesno
floro 14 otrok iz male vasice v Burkini Faso
(BF} s 15 otroki iz urbanega podrodja Firenc
v [taliji (ELT). Prehrana afriskih otrok je bo-
gata z vlakninami, skrobom in rastlinskimi
polisaharidi, revna pa z maséobami, Zival-
skimi beljakovinami, torej je preteino ve-
getarifanska. Otrocl se povprecno dojijo do
drugega leta starosti. Otroci iz urbanega po-
drodja Firenc jedo t i szahodnos prehrano,
bogato z zivalskimi beljakovinami, sladkor-
jem, Skrobom in maséobami, ter revno 2 vla-
kninami. Statisticne analize so med obema
skupinama otrok pokazale statistino zna-
ilno razliko v prisoinosti bakterij iz debel
Firmicufes in Badferoidetes. Otroci iz EU so
imeli floro, bogato z baklerijami Firnricutes
in Profecbacteria. Otroci iz BF so imeli floro,
bogato z bakterijami Badferoidefes, manj pa
je bilo Firmicutes, imeli pa so tudi edinstve-
ne bakterije, ki v flori otrok iz EU niso bile
prisolne: Prevetella spp. in rod Xylanibac-
ter, ki ju najdemo v rizevi rastlini. Naspro-
tno pa so opaiali podobno crevesno floro
pri otrocih iz BF in EU v starosti, ko so bili
ohboji dojeni. Ti otroci so imeli floro, bogato
z aktinobakterijami, vefinoma iz rodu Bifi-
dobacterism, ki je rmadilen rod pri dojenih
otrocih.** Ti rezultati kazejo na previadujo-
&o vlogo prehrane pri oblikovanju crevesne
flore glede na ostale okoljske dejavnike. Ko
dojenje zamenja meiana prehrana, se poja-
vijo razlike v Erevesni flori obeh populacij,
kar je posledica razliéne prehrane in okolja.
Primerjali so tudi mikrobno bogastve med
obema populacijama otrok. Tzpostavljenost
raznolikim okoliskim mikrobom v kombi-
naciji s hrano, bogato z vlakninami, poveca
raznolikost bakterijskih vrst in s tem boga-
ti mikrobiom. Tudi manjianje v mikrobni
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pestrosti je eden nezelenih ufinkov globali-
zacije in hranjenja z generi¢no, neokuieno
hrano, bogato 2 nutrienti. V zahodnem in
razvijajolem se svetu je prehrana, bogata z
maiéobami, proteini in sladkorjem ter revna
z vlakninami, povezana z naraséanjem inci-
dence neinfekcijskih crevesnih  bolezni®'
Warovalno vlogo pred pojavom teh bolesni
naj bi imele bakierije, ki tvorijo kratkoveri-
ine maicobne kisline (KVME], ki so v veliki
meeri prisotne v blatu otrok iz BE**

Tudi starost Sloveka je dejavnik, ki vpli-
va na sestavo Erevesne flore. Mariat in sod
(34) so pregledali zastopanost bakterijskih
skupin Clostridivm lepfum, Closiridium co-
cooides, Bacteroides, Bifidobacterium, Lacto-
bacillus, Escherichia coli v blatu dojenckov
(3-10 mescev), odraslih (25-45 let) in sta-
rejsth ljudi (7o-go let). £a Erevesno mikro-
bioto dojenckov je znadilno previadovanje
bifidobakterij ter tudi bakterij iz vrste E.coll;
priodraslih so previadovali firmikuti in bak-
teroidete, pri starejsih Hudeh pa se je spet
povecal delez E. Coli.

Intravenska ali oralna antibioti¢na tera-
pija pomembno zmanjia bakterijsko maso
v prebavnem trakta dojenckov®® in starejsih
ljudi**. Druge studije pa pravijo, da se po
uporabi antibiotika spremeni samo sestava,
skupna biomasa bakterij pa ostane enaka.*”

Na sestavo Crevesne flore pri ljudeh vpli-
va tudi dodajanje probiotikov (Zivi mikroor-
ganizmi, ki povzrofajo pozitivne ufinke na
zdravie gostitelja, e jih uFivamo v zadostnih
koli¢inah, FAO/WHO, 2002}, prebiotikov
(merazgradljive sestavine hrane, ki spodbu-
jajo rast infali aktivnost zdraviu koristnih
bakterij} ali simbiotikov (kombinacija prebi-
otikov in probiotikov). Natanénih podatkov,
v kolikini meri dodatek specificnega probio-
tika sprememeni crevesno floro, 32 ni na vo-
ljo. Potrebne so dobro kontrolirane kliniéne
tudije, ki bodo bolje opredelile mehanizme,
ki se skrivajo za probioti¢nem delovanjem
in njihcvim vplivom na ravnovesje komple-
ksnega ekosistema prebavnega trakia ™

Vloga crevesne mikrobiote

Crevesna mikrobinta igra kljuéno vlogo
pri vedrievanju intestinalne homeostaze,
vkljuéne s prebavo in absorbeijo nutrientov

Zdray Vestn | Organicacha in funkecija drevesne flore
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in imunolodkimi mehanizmi. Bakterije v
frevesju tvorije naravno obrambno bariero
in imajo zelo veliko protektivnih, struktur-
nih in metabolnih wéinkov ma crevesnem
epitelifn. Med njene dodatne funkcije Ste-
jemo Se regulacijo metabolizma in bicloske
dostopnosti zdravil, razgradnjo toksinov,
obnovo epitelnih celic, razvoj in aktivacijo
imunskega sistema.* Njihov vpliv na fizio-
logijo Crevesja so raziskovali v primerjalnih
studijah na zivalih brez crevesnih bakterij
in koloniziranih Zivalih. Zivali brez éreve-
snih bakterij imajo zmanjiano vaskularnost,
rmanjsano dejavnost prebavnih encimov,
tanjso midicno steno, manjio tvorbo citoki-
nov in raven serumskih imunoglubulinoy,
manjée Peverjeve otocke in manj intraepi-
telnih limfocitov. Zaradl nastetih vplivov
crevesne mikrobiole na samega gostitelja
veckrat poimenujemo frevesno floro kot
metabolni organ, ki opravlja funkcije, ki jih
sesalci med evolucho nismo razvili.*
Crevesne bakierije v debelem freve-
su rargrajujejo kompleksne ogliikove hi-
drate do kratkoveriznih mascobnih kislin
(KVME); v glavnem do ocetne, maslene in
propionske kisline.®! KVME predstavljajo
glavne anione v crevesni vsebini in znifuje-
jo pH vrednost vsebine debelega érevesa ter
tako pomagajo vedrievati kolonizacijo z do-
brimi bakterijami in preprecujejo naselitev
patogenih. Stimulirajo tudi absorpcijo vode
in natrija iz Crevesja ter vplivaje na morfo-
logijo in funkcijo érevesa. KVMEK pozitivno
vplivaje na diferenciacijo in proliferacijo
epitelnih celic. Normalne celice epitela de-
belega Erevesa pridobiio 60—70 % energije iz
KVME, e posebaj iz maslene kisline." Niz-
ke koncentracije maslene kisling vplivajo na
citokinski odgovor Th celic in tako spodbu-
jajo Erevesno epitelno integiteto, ki pomaga
omejiti izpostavljenost bakterij mukoznemu
imunskemu sistemu in preprecuje preko-
meren vnetni odgovor. Nedavno so v $tudiji
potrdili pomembno vlogo tvorjenja ocetne
kisline pri prepredevanju infekcije z entero-
patogeno Escherihia colf {o157:H7). Ocetna
kislina namred vedriuje funkcijo Erevesne
pregrade.* Le ta vstopi v periferno cirkula-
cijo, metabolizira se v perifernih tkivih ter je
substral za sintezo holesterola.*® Proprion-
ska kislina se v veliki meri absorbira v jetrih
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je dober prekurror za glukoneogenezo,

liponeogenezo in sintezo proteinov. Fekalne
EVME predstavljajo kompleksno interakei-
jo med vrsto in kolifino zauzite hrane, enci-
mov povezanih z gostiteljem, mikrofloro v
razlicnih razdelkih in njihovo sposobnostjo,
da razgradijo hrano."

Zakljucek

£a sestavo Erevesne flore v odrasli dobi so

zelo pomembna prva tri leta Zivljenfa: Nadin

prehrane igra kljuéno vlogo pri oblikovanju
crevesne fore. Veliko je S neodkritega na
podroéiu, kaj pomenijo dolodeni enterotipi
za cloveka. Prav tako e ni natanéno oprede-
ljen pojem zdrave mikrobiote. Je lahko po-
sameznik zaradi specificne sestave érevesne
flore nagnjen k dolocenim boleznim? Veliko
raziskav se ukvarja z vprasanjem, kako bis
pomocjo aktivnega spreminjanja mikrobi-
ote, kol npr. z uporabo probiotikov, lahko
dosegli boljse zdravie v prihodnosti
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dipl. med. s. Valeriji Horvat sem hvalezna za vdezeme krvi in pomé pri obravnavi otrok
s celiakijo.

Zahvaljujem se tudi mag. Evgeniji HomSak in sodkésm za pomo pri analizi citokinov.

Dr. Maji Siki¢ Poga&ar hvala za podporo, pomin Stevilne nasvete v vseh letih doktorskega
Studija in prav tako hvala dr. Mariu Gorenjaku za pyom@ in nasvete pri statisi obdelavi
podatkov.

Iskreno se zahvaljujem prof. dr. Diani Di Gioia pama pri pisanjuclanka in podjetju
Probiotical za donacijo probiotika in placeba.

Prav tako se najlepSe zahvaljujem otrokom s cédiaki njihovim starSem ter vsem mojim
prijateljem, ki so za namene raziskave pripeljatije zdrave otroke na odvzem krvi in blata.

Za vso podporo pri nastajanju doktorske naloge seimmerno hvalezna tudi svoji druzini.
Dragemu mozu Klemnu, ki mi je vesas stal ob strani, me spodbujal in mi pomagal pri
oblikovanju doktorske disertacije. Hvala dragierki Juliji, ki mi je dala m® in zagon za
dokortanje doktorske nalogdn ne nazadnje — hvala dragima starSema za priergoj
delovne navade in da sta s svojim zgledom v mebudia Zeljo po nenehnem raziskovanju
in ustvarjanju.
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Podpisana Martina Klemenak, vpisna $tevilka 30810490
izjavljam,

da je doktorska disertacija z naslovom

VPLIV PROBIOTIKA BIFIDOBACTERIUM BREVE BR0O3 NA RAVEN
PROVNETNIH IN PROTIVNETNIH CITOKINOV TER KRATKOVERIZNIH

MASCOBNIH KISLIN PRI OTROCIH S CELIAKLIO

o rezultat lastnega raziskovalnega dela,

¢ da predlozena disertacija v celoti ali v delih ni bila predlozena za pridobitev
kakrinckoli izobrazbe po Studijskem programu druge fakultete ali univerze,

e da so rezultati korekino navedeni in

e da nisem kriil-a aviorskih pravic in intelektualne lastnine drugih.

Podpis doktorske kandidatke;
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