Funkcni poruchy traveni

a mikrobiom

Cilena kombinace 5 imunomodulacnich probiotickych kmenii a OMEGA3 mastnych kyselin
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Cilena kombinace 5 imunomodulacnich V roce 2018 byla provedena

probiotickych kmenii a OMEGA3 klinicka studie cilené kombinace 5
mastnych kyselin probiotickych  bakterii, aby se
vyhodnotil efekt na zmirfovani

priznakd funkcnich poruch traveni,
predevsim syndromu drazdivého
tracniku - IBS. Vysledky ukazaly, Ze
zkoumana probiotickd smés je
acinnd pri zlepSovani zavaznosti
symptomU typu IBS. Po 6 tydnech
lécby byl zjistén signifikantné vyssi
podil Uspésnosti  lécby, snizeni
vnimani bolesti podle rdznych
klinickych skal a modifikace strevni
mikrobioty, charakterizovana
R nardstem bifidobakterii, které jsou
xM JSme stile detekovatelné 6 tydnd po

mlk]"06|0m vysazeni probiotik .

Probiotické bakterialni kmeny v této studii byly
pecClivé vybrany na zakladé jejich védecky
prokazatelnych pozitivnich ucinkd pfi managementu
symptomu funkénich poruch traveni.
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KLINICKA STUDIE
Uvod

Funkéni gastrointestinalni poruchy (FGID), zndmé
jako poruchy osy stfevo-mozek, se vyznaluji
vyraznymi zménami na urovni profilu stfevni
mikrobioty a to sniZenim biodiverzity, vyraznym
snizenim poctu bifidobakterii a laktobacild, jakoZ i
narGstem poctu potencidlné patogennich bakterii

(1)

Vznikla dysbidéza casto vede k poruseni integrity
stfevniho epitelu, visceralni hypersenzitivité a k
abnormalitdm motility stfev, ¢imZz se zvySuje
dysfunkce stfevni bariéry.

K FGID fadime mimo jiné syndrom drazdivého
tracniku (IBS), funkéni dyspepsii (FD) ¢&i spektrum
symptomi jako jsou bolesti/paleni bricha,
nadymani, nevolnost, plnost, zvraceni a zménéné
navyky strev jako je prijem, zacpa nebo oboji.

Tato klinicka studie odhalila, Ze probioticka smés
laktobacilii a bifidobakterii je (i¢inna pfi sniZovani
zévaznosti symptom( podobnych IBS modifikaci
stfevni mikrobioty, predevSsim zvySenim poctu
bifidobakterii a laktobacild. Zavaznost symptom{
IBS podle vybranych stupnic hodnoceni se
vyznamné snizila ve skupiné s probiotiky ve
srovnani se skupinou s placebem i ve srovnani na
zacatku a na konci klinické studie.

Cile

Primarnim cilem Kklinické studie bylo vyhodnotit
ucinnost a bezpecnost probiotické smési u pacientl
s pfiznaky syndromu drazdivého traéniku.

Metodika

Pacienti s pfiznaky typu IBS vstoupili do
prospektivni, dvojité zaslepené, randomizované

placebem kontrolované ¢trnactitydenni studie.

Sestitydennimu [é¢ebnému obdobi (3-8  tyden)
predchazela dvoutydenni adaptacni faze a
nasledovala 6-tydenni pozorovaci faze. Klinické
Gdaje byly monitorovany v celé studii ovérenymi
dotazniky: Systém hodnoceni zavaZnosti IBS (IBS-
$SS); Stupnice hodnoceni gastrointestinalnich
symptomu (GSRS) a Stupnice formy stolice
Bristol (BSFS). Fekalni mikrobiota byla testovana
pomoci kultivace a 16S rRNA sekvencni analyzy (1).

Tabulka 1. Zékladni charakteristika ucastnikd studie

*Median (rozsah)

tNormdlni hodnota TTG-IgA <10 IU/ml

BMI, index télesné hmotnosti; Cl, interval spolehlivosti; NS,
nevyznamny; TTG-IgA, tkariovd transglutamindza - imunoglobulin-
A. Upraveno podle Francavilla a kol., 2019

Placebo
(n=55)

Probiotikum
(n=54)

Vék 43.3+19 44.6+ 19

Pohlavi

(m/3) 6/35 9/46

BMI kg/m2 22.8+3.5 23.4+2.9

TTG-IgA

T

0.5 (0-2.1)

295+ 84.9
(95% Cl, 26.9-
kyX0)

IBS-SSS

18.7+ 5.8 (95%
Cl, 14.6-26.1)

237.6+86.5
(95% Cl, 13.4-
27.5)

14.9+5.1 (95%
Cl, 13.4-27.5)

0.01

0.02
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Vysledky

1)_Systém hodnoceni zavaZnosti IBS (1BS-SSS)
Zavaznost symptoéma IBS podle stupnice hodnoceni
IBS-SSS ve skupiné s probiotiky sa vyznamné snizila
ve srovnani s placebem (-21,4%¢+ 15,5% oproti -6,8%
+21,7%; p <0,01) (Obrazek 1) (1).

wn
n
Q
Vv 250
o
o
)
= 200

PROBIOTIKA

PLACEBO 0<0.01

150
zacatek 6. tyden

Obrazek 1. Vyhodnoceni zdvaZnosti symptomd IBS.

2) Stupnice hodnoceni gastrointestinalnich
symptomu (GSRS) a Stupnice formy stolice Bristol
(BSFS)

Zavaznost symptomi IBS podle stupnice
hodnoceni GSRS ve skupin s probiotiky se
vyznamné sniZzila ve srovnani s placebem (-19,8 % +
16,6 % vs. 12,9 % + 31,6 %; p < 0,001)(Obrazek 2)
(tabulka 2).

Hodnoceni gastrointestinalnich
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Obrdzek 2. Vyhodnoceni zdvaZnosti gastrointestindlnich
symptémd.

Na konci léCby se skdre BSFS ve skupiné s probiotiky
vyznamné snizilo ve srovnani s placebem (-3,3 % +
41,6 % vs. 51,5% +101,1 %; P <0,01) (1).

Klinické Probiotikum

Placebo (n=55)

skore (n=54)

170.1£ 53.4 (95%
Cl, 154-187)

200.8+ 74.4 (95%

IBS-
>S5S Cl, 179-223)

-15.9%: 14,8%
(95% Cl, -20.4 -
-11.4)

8.2%%25.9%
(95% Cl, 0.3-16.2)

12.245.5 (95% Cl,
11.6-14.9)

16.746.7 (95% Cl,
14.5-18.8)

~19.8%2+16.6%
(95% Cl, -24.8 -
-14.8)

12.9%2+31.6%
(95% Cl, 3.2-22.6)

22+13 3.1+1.9

-3.3%241.6% 51.5%:2+101.1%
(95% Cl, -16 - (95% Cl, 20.4-
9.3) 82.6)

Tabulka 2. Klinické skére na konci léCby ; Cl, interval spolehlivosti;
NS, nevyznamny; AoZ zména oproti zacdtku, upraveno podle
Francavilla a kol., 2019.

(3).Vyhodnoceni fekalnich kultivovatelnych
bakterii a mikrobiomu

Ve srovnani s vychozi hodnotou se celkové pocty
anaerobu zvysili ze 7,02 na 8,35 log CFU/g (stfedni
hodnoty, P=0,018) po 6 tydnech lécby probiotiky.

LéCba  probiotiky vede také k  nardstu
predpokladanych  bakterii  mlééného  kvaseni
(Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus,

Staphylococcus a Bifidobacterium) (Obrazek 3). Ve
srovnani s vychozi hodnotou byla po 6 tydnech lécby
probiotiky zjisténa i vyssi hladina predpokladanych
bifidobakterii (Obrazek 4).
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Obrazek 3. Nériist poctu laktobacilii ve skupiné placebo vs. ve

skupiné s probiotiky.

Narust poctu Bifidobacterium spp.
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Obrazek 4. Nérast pocti bifidobakterii ve skupiné placebo vs. ve
skupiné s probiotikami.
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Uspesnost lecby

Uspé&3nost lécby byla signifikantné vyssi u pacientd
uZivajicich probiotika ve srovnani s placebem pfi
analyze zaméru lécby (14,8 % oproti 3,6 %; p < 0,04) i

podle protokolu (15,3 % oproti 3,8 %; p < 0,04)
(Obrazek 5 A aB) (1).
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Obrdzek 5. Vyhodnoceni variace symptomatologie u skupiny s
probiotiky (A) a skupiny s placebem (B).

INVITRO STUDIE

Ceiakie je autoimunitni enteropatie zplsobena
nesnasenlivosti glutenovych protein(. In vitro studie
z roku 2020 je zamérena na vyhodnoceni schopnosti
cilené kombinace 5 probiotickych  bakterii
hydrolyzovat glutenové peptidy po simulovaném
gastrointestindlnim traveni gliadinu v burkach
Caco-2.

Hodnotila se i schopnost bakterialnich hydrolyzatd
pUsobit  proti
odvozenych od gliadinu v bunkac Caco-2. Vysledky
této studie naznacuiji, Ze tyto probiotické kmeny jsou
schopny sniZit toxicitu gliadinu, ktery zlstava po
pepticko-tryptickém Stépeni degradaci
imunodominantnich gliadinovych peptidd, ¢imz
inhibuji jejich Skodlivé ucinky na stfevni epitelové
buriky a tak mohou mit ochrannou ulohu pfi celiakii.

toxickym  G¢inkdm  peptidd

Cile

Primarnim cilem bylo zhodnotit schopnost cilené
kombinace 5 probiotickych bakterii travit gliadinové
peptidy in vitro a modifikovat gliadinem
indukovanou prozanétlivou odpovéd a zmény
struktury epitelu v linii lidskych stfevnich bunék
Caco-2 (2).
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Metodika

In vitro studie pozorovala proteolytickou aktivitu
vybranych probiotickych kmend v alikvotech s
komplexem gliadin/enzym (PT-gliadin, P: pepsin, T:
trypsin nebo chymotrypsin w/w, pomér 1:40) i se
surovym gliadinem v porovnani s kontrolnim
vzorkem bez probiotickych bakterii (2).

Vysledky

1) Proteolyticka aktivita cilené _kombinace 5
probiotickych bakterii

Vysledky analyzy gliadinu prostfednictvim SDS-
PAGE naznacuji, Ze prvnim enzymatickém Stépeni
kombinaci pepsinu a trypsinu (PT, draha 3) nebo
samotnym chymotrypsinem (chymo-, draha 4) jsou
vybrany probiotické bakterie schopné dale Stépit
gliadin na fragmenty s molekulovou hmotnosti
mensi nez 35 kDa (draha 6,7).

Navic se zd3, Ze gliadin neoSetreny travicimi enzymy
(draha 2) je Castecné traven bakteriemi (draha 5),
coz rika ve prospéch jejich proteolytické aktivité i
bez predchoziho natraveni (Obrazek 6). Vysledky
tedy naznacuji, Ze probiotika dokazi pomoci s
travenim gliadinu (2).

117 kDa
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49 kDa

34 kDa

25kDa
19 kDa

Obrdzek 6. elektroforézou na

Analyza
polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfatem sodnym (SDS-PAGE).
(1) Markery molekulové hmotnosti (MW); (2) Gliadin standard; (3)
PT-gliadin; (4) chymo-gliadin; (5) gliadin + bakt.; (6) PT-gliadin +
bakt; (7) Chymo-gliadin + bakt. Upraveno podle Giorgi a kol., 2020.

gliadinu

2) Uc¢inek PT-Gliadinu a PT-Gliadin/Probiotika na
Caco-2 tésna spojeni

Vysledky ukazuji, Ze neosetfené monovrstvy Caco-2
mély typickou lokalizaci ZO-1 a okludinu na
bunécné periferii (3), zatimco oSetfeni PT gliadinem
béhem 3 hodin indukovalo vyrazné sniZeni
fluorescence Z0-1 a redistribuci okludinu na drovni
cytosolu, coZ mize cytosolu. oslabeni tésnych spoj
bariéry a zvySeni jeji propustnosti. Kdyz byly bunky
osetreny PT-gliadinem/probiotiky, uvolfiovani ZO-1
ani redistribuce okludinu nebyly pozorovany, coz
nasvédcuje schopnost probiotik chranit tésné spoje
(Obrazek 7).

PT-Gliadin

Kontrola PT-Gliadin/Probiotika

Idva/T-0z

uipnp0

Obrdzek 7. Buriky Caco-2 zabarvené pro detekci zonulinu (Z0-1)
nebo okludinu. Buriky byly osetrfeny 1 mg/ml PT gliadinu nebo
PT-gliadinu/probiotik a po 3 hodindch oSetreni byly buriky
fixovdny a zabarveny protilatkami proti ZO-1 nebo okldinu a 4',6-
diamidino-2-fenylindolem (DAPI) pro kontrastni barveni .
Upraveno podle Giorgi a kol., 2020.

Idva/uipnpo

3) Modulace produkce IL-6 a oxidacniho stresu
buiikami __Caco-2 _ vystavenymi _ PT-gliadinu
travenému nebo netravenému bakteriemi

PT-gliadin byl schopen zpUsobit vyznamné zvyseni
produkce IL-6 ve srovnani s kontrolou. V pfitomnosti
PT-gliadinu/probiotik nebylo mozZné pozorovat
zadné zvySeni IL-6, misto toho bylo pozorovano
vyznamné sniZzeni produkce IL-6 ve srovnani s
kontrolnimi burikami, coZ naznacuje protizanétlivy
ochranny efekt probiotik (2).
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OMEGA-3 PUFA A ZVYSENI
UCINNOSTI PROBIOTIK

Kombinace probiotik se synergicky pUsobicimi
slozkami prirodniho plvodu je vhodnym zplsobem
pro zvy$eni ucinnosti probiotickych pripravki.
Zda se, Ze k potencovani Gcinku probiotik lze pouzit
fadu vhodnych komponentl, jako jsou i
polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Jejich
pfitomnost podporuje adhezi probiotickych bakterii
(napf. Lactobacillus spp.) na receptory strevni
sliznice (4).

Omega-3 PUFA mohou mit pozitivni Ucinek tim, Ze
pfi téchto onemocnénich zméni sloZeni mikrobioty a
zvysi produkci protizanétlivych sloucenin, jako jsou
mastné kyseliny s kratkym Fetézcem (acetat,
propionat, butyrat). Kromé toho hromadici se
dlkazy ve studiich na zvifecich modelech naznacduji,
Ze souhra mezi stfevni mikrobiotou Omega-3
mastnymi kyselinami a imunitou, pomaha udrzovat
integritu stfevni stény a interaguje s imunitnimi
burikami hostitele. Nakonec studie na lidech a
zvitatech zdUraznily schopnost Omega-3 PUFA
ovliviiovat osu stfevo - mozek, a to prostrednictvim
sloZeni stfevni mikrobioty (5).

& ~
Zaver
Soudasny vyzkum naznaluje, Ze zavaznost
symptomu funkénich poruch traveni, predevsim IBS
lze zmirnit suplementaci probiotické smési

laktobacild a bifidobakterii a to modifikaci stfevni
mikrobioty a napravou dysbidzy.

Vysledky Kklinické i in vitro studie naznaluji, Ze
vybrané kmeny laktobacild a bifidobakterii jsou
vhodné pro pacienty s funkénimi poruchami traveni,
jako je IBS i pro celiatiky, pro své antioxidacni a
protizanétlivé aktivity a ulohu pfi obnové strevni
bariéry.

Navic vybrané bakterialni kmeny se zaméruji prfimo
na symptomy spojené s HIT, neprodukuji

histamin a tak jsou vhodné i pro lidi s histaminovou
intoleranci (HIT).

Ucinek cilené& vybranych 5 probiotickych kmend
bakterii lze  posilit synergicky  pUsobicimi
polynenasycenymi mastnymi kyselinami (PUFA)
Omega3-EPA a Omega3-DHA, které podporuji tvorbu
protizanétlivych napomahaji
probiotickym bakteriim uchytit se na strevni.

sloucenin a
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