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BEVEZETES

A kiilonboz6 taplalkozasi hatdsoknak fontos
szerepe van a mikrobiom Osszetételében és a bélben
lejatsz6ddé immunfolyamatok kialakitasaban. Ezek
a hatdsok a mikorbiomon keresztiil a gyulladdsos
bélbetegségekre (IBD, CD: Crohn-betegség és UC:
colitis ulcerosa) valo fogékonysagot
befolyasolhatjdk. A mikrobiom megvaltozasa az
IBD kialakulasdhoz  vezethet, vagy ¢éppen
ellenkezbleg, a betegséggel szemben védelmet
nyUjthat.

Az IBD incidencigja fiatal felnéttkorban a
legmagasabb, ami Oszzefliggésbe hozhaté a
gyermekkorban a szervezetet ¢éré kiilonbozd
kornyezeti hatasokkal (igy példaul taplalkozassal),
melyek az éppen fejlodésben 1évo szervezetet érik.

Taplalkozasi hatasokat vizsgélo
tanulmanyok arrdl szdmolnak be, hogy csokkent
rosttartalmu étkezés (alacsony celluléz bevitel) a

gyulladésos bélbetegségek incidenciajanak



novekedéséhez vezethet. Magas w-6 zsirtartalmi
taplalkozas pedig UC kialakulasat eredményezheti.

A bélben eléforduld baktériumok egyre
nagyobb  jelentéséggel birnak és  szdmos
megbetegedés, igy példaul a  gyulladasos
bélbetegségek kiaklakulasdban is feltételezhetd a
szerepiik. A taplalkozasi és mikrobidlis hatasok és
ezek kolcsonds szerepe a host szervezetre ¢&s
gyulladdsos megbetegségek kialakulasara azonban
nem ismert.

Komplex mikrobidlis terdpia, avagy a
székletatiiltetés (FMT) hatdsos terdpids modszer
visszatérd Clostridium difficile fert6zésben (CDIF,
antibiotikum-kezelés kapcsan kialakulo
bélfertdz¢s), mely fertézés patomechanizmusaban a
bélbaktériumok komplex lisszetételének
megvaltozasa (diszbiozis) feltételezhetd. Az FMT

hatasmechanizmusa azonban nem teljesen ismert.



CELKITUZES

1. A taplalkozasi hatasok és a mikorbiom komplex
szervezetre gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

2. Egérkisérletekben  vizsgadlni a  kiilonbozd
taplalkozasi hatdsok (magas celluloztartalmu és
magas m-6 zsirtartalmu tdpanyagok) tranziens és
perzisztens  valtozasait a  szervezetre, a
mikrobiomra, és bélrendszeri gyulladésra.

Egérkisérleteink soran a sziiletést kdvetden adott
tranziens magas celluldztartalmti taplalék hatasat
vizsgaltuk dextran sulfate sodium (DSS)-indukalta
kémiai  bélgyulladasban.  Tovabba  sziiletést
kovetden adott tranziens magas -6 zsirtartalmi
tapanyagok hatasat DSS-indukalta akut
bélgyulladasban.

3. Humén Kklinikai kutatdsokban vizsgalni a
székletatiiltetés hatékonyséagat. Komplex
mikorbiom valtozasok vizsgalata FMT hatasara
gyermekkorban fellépd Clostridium  difficile
fertdzésben €s gyulladasos bélbetegségekben.



Human fazis 1. vizsgalatunkban az FMT hatdsara
végbemend mikrobidlis valtozasokat vizsgaltuk

gyermekkori CDIF és UC betegekben.

MODSZEREK
Taplalkozasi hatasok vizsgalata egérmodellben
C57BL/6]  egereket  hasznaltunk a
kiilonbozo taplakozasi hatdsok vizsgalatara. Magas
rosttartalmu (12.5% vs. 2.5% cellul6z) és magas -
6 zsirtartalma (40% vs. 12% corn oil/linoleic acid,
-6 zsirsav) tapanyagot adtunk az egereknek a
sziiletést kovetd (P) 30. naptol. Az egerek eltérd
tapanyagot kaptak P30 ¢és P90/P120 kdozotti
intervallumban. A tanziensen  alkalmazott
tapanyagok  bélgyulladasra  kivaltott  hatasat
vizsgaltuk, melyet dextrane sulfate sodium (DSS)-
tal idéztink eld az egerekben. SWGF egereket
sz€klettranszplantacionak vetettiink ala, hogy a
mikrobidlis  valtozédsokat  tovabb  vizsgéljuk

mikrobiom-mentes egerekben.



Aramlisi citometria és in vivo chemokine
blokkolas

A Cxcr5(+) CD4(+) T-sejtek kvantitativ
meghatdrozasara aramlasi citométert alkalmaztunk.
C57BL/6] egérmodell intarperitonedlis kezelése
(0.2 mg CXCL13 vagy isotipikus kontroll antitest)
beaddsaval tortént harom alkalommal a DSS
kezdetével megegyezden.
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay)

A vérben keringd CXCL13 mennyiségének
meghatarozasara 12 UC, 11 CD és 10 egészséges
kontroll szérumat vizsgaltuk Quantikine ELISA kit
felhasznalasaval (#DCX130; R&D  Systems,
Minneapolis, MN, USA).
SzéKlettranszplantacio

Human klinikai tanulméanyunkhoz
létrehoztunk egy nemzetkdzileg elfogadott FMT
protokollt. A biztonsagos széklet donor bevonast,
szlirést és széklet preparaciot sztandardizaltuk. A

donor székletét megsziirtiik és fagyasztottuk, majd



kezelés el6tt rovid idon beliil felolvasztottuk és a
betegek szamara elérhetové tettiik.

Gyermekkori CDIF betegek egyszeri
kezelésben részesiiltek kolonoszkopia Utjan, illetve
egy masodik FMT-t kaptak (via enema vagy
nasogasztrikus szonda), amennyiben az klinikailag
indokolt volt (nem volt detektalhatdo klinikai
javulas).

Gyermekkori UC betegek tobbszori FMT
kezelésben részesiiltek. A kezelés elsé napjan
kolonoszkopia segitségével makroszkdpos szdveti
vizsgalat tortént (Mayo klasszifikacids vizsgalat).
Sorozatos  biopszids  mintavétel  tortént a
rectosigmoid teriilett6l kiindulva a cecumig
felszallo iranyban rutin szdvettani ¢és kisérletes
vizsgalatokhoz. A mintavételt kovetden 250 ml
sz€kletpreparaciot adtunk a betegeknek via
kolonoszkopia (1/3 a terminalis ileumba, 2/3 pedig

a colon jobb oldali szakaszaba).



A kolonoszkopidt kovetéen a UC betegek
sorozatos intenziv FMT kezelésben részesiiltek
(eredetileg 12 héten keresztiil). A donor minta
rektalis enema formajaban (60-250 ml minimum 30
percig benntartva) keriilt beaddsra az els¢ két
hétben minden nap, majd ezt kdvetden 2 hétig
hetente haromszor. Ezt kovetéen a betegek heti
FMT kezelésben részesiiltek tovabbi 2 hoénapon
keresztiil. Az 1idOkdézben kiadott reguldcios
szabalyok kovetkezményeként a tanulmanyt id6
elott megszakitottuk.

A kiterjesztett masodik tanulmany sordn a
korabban leirt protokollt kiterjesztettiik egy teljes
¢vre (tovabbi havi emlékezteté FMT) a betegek
nyomonkovetésével.

A betegek a kezelés elott 15-30 perccel 4
mg loperamide tablettdt vehettek be a
sz€kletpreparatum  benntartdsanak  érdekében,
melynek sikeressége kulcsfontossagiinak bizonyult

a tanulmany soran.



A betegség aktivitasat és az FMT hatdséara
bekovetkezd klinikai javulast PUCAI (pediatric
ulcerative colitis activity index) pontrendszer
segitségével monitoroztuk. A klinikai tiinetek és a
betegség progresszidja minden enema kezelés elott
rogzitésre keriilt. Tovabba az esetlegesen fellépd, a
kezeléssel kapcsolatban 4ll6 vagy nem 4allo
mellékhatasokat rogzitettiik.

Metagenomika

Az egérkisérletek (egér colon mucosa és
sz€éklet), tovabba a human klinikai vizsgéalatok
(human CDIF ¢és UC betegek széklete) soran
Osszegyljtott mintdkon mikrobiom vizsgalatot
hajtottunk végre. A mikrobiom meghatarozas 454
piroszekvenalas segitségével tortént a
baktériumokra  specifikus  16S rRNS gén
PowerSoil izolaciés kit (Mo Bio Laboratories,
Carlsbad, CA, USA) segitségével tortént.
Barkoddal ellatott univerzalis primereket (357F: 5°-



CCTACGGGAGGCAGCAG-3* ¢és 926R: 5°-
CCGTCAA TTCMTTTRAGT-3") hasznéltunk a
bakterialis V3V5 régio amplifikiciojahoz. A
szekvenalas Roche GS FLX 454 sequencer (454
Life Sciences, Branford, CT, USA)
felhasznalasaval tortént. A szekvendldsi adatok
barkod azonositas, adatsz{irés és
mindségellendrzést kovetéen a QIIME (version
1.8.0) szoftver segitségével keriilt feldolgozasra. A
bakteridlis szekvencidk azonositasa specifikus OTU
(operational taxonomic units) rendszerbe minimum
97%-o0s egyezést kdvetden tortént szabad referencia
valasztassal (QIIME: open-reference OTU picking,
UCLUST  algorithmus ¢és  GreenGenes13.8
referencia adatbazis). ChimeraSlayer alkalmazést
hasznaltunk a lehetséges kimérak eltavolitasara.

A szekvenalasi adatok alapjan a mikrobiom
Osszetételét, az eldforduld baktérium fajtak szamat
¢s azok relativ mennyiségét kalkulaltuk. Alpha

diverzitds meghatarozasa a reprezentald baktérium



fajtdk szdmaval ¢és Shannon diverzitds index
segitségével tortént. A csoportok Osszehasonlitasat
béta diverzitas kalkuléalaséaval végeztiik
(unweighted UniFrac distance). Az egérkisérletek
sordn a kezelési csoportokat dsszehasonlitottuk az
eltérd taplalkozasi hatdsoknak megfelelden a
kontroll egerek mintdival. A human klinikai kisérlet
sordn a betegekben végbemend mikrobiom
valtozasokat kiiliinb6zé idépontokban (FMT el6tt
¢és utan) vizsgaltuk, illetve a donor és egészséges
kontroll mintédkkal dsszehasonlitva.
Statisztikai szamitasok

Nem-parametrikus kétmintas Mann-
Whitney tesztet alkalmaztunk a mikrobiom adatok
Osszehasonlitdsa sordn. Parametrikus kétmintés
Student’s T-probat ¢és Spearman korrelacios
szamitasokat alkalmaztunk az OTU valtozasok és
csoportanalizisek  sordn, tovdbba a Mayo

crer

statisztikai  szignifikancia szintje p<0.05. A
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hibavonalak a szorast jelolik. A mikrobidlis analizis
soran  Bonferroni  korrekciot  végeztiink. A
statisztikai ~ szamitdsok  Prism4.03  szoftver

segitségével torténtek.

EREDMENYEK

Egérkisérleteink soran a tranziens celluloz
szupplementaci6 az intesztindlis mikrobiom
megvaltozasat eredményezte. A baktérium csaladok
szintjén végbemend kiemelkedd valtozasok a
kovetkezbek: csokkent Coriobacteriaceae
(p=0.001), novekedett  Peptostreptococcaceae
(p=0.008) és Clostridiaceae (p=0.048). A celluloz-
diétdhoz kapcsolodd valtozasok 10 nappal a
szupplementacio visszavonasa utan is
megfigyelhetéek voltak. A mikrobidlis valtozadsok
mellett a bélham tranziens novekedése volt
megfigyelhetd, mely valtozas a DSS altal indukalt
bélgyulladés ellen védelmet nytjtott. A megfigyelt

mikrobidlis, trofikus és protektiv hatasok a celluloz
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szupplementaci6 megsziinését kovetden 40 nappal
mar nem voltak megfigyelhetdek.

A tranziens magas -6 zsirtartalma
tdpanyag szupplementacid az egerek obezitasat
idézte el6. A szupplementicid megsziinését
kovetden az egerek teststlya normalizalodott és a
kontroll egerekkel megegyezd volt. Az »-6 diéta —
ellentétben a vart eredménnyel- azonban
védettséget biztositott DSS-indukélta colitis ellen
10 és 40 nappal a szupplementacid megsziinését
kovetéen is. A megfigyelt védelem fiiggott a
zsirsav  tipusatol  (w-6-dependens),  tovabba
fontosnak bizonyult a revertacié ténye (egerek -6
diétdn revertacié nélkiil stlyos colitis-t mutattak
DSS hatasara). A védelem székletatiiltetés
(intesztinalis mikrobiom transzplantacio)
segitségével atvihetd volt csiramentes egerekbe.

Tovabbi  megfigyeléseink  alapjan a
Cxcr5(+) CDA4(+) T-sejtek szama csokkent a

tranziens -6 egerek mesenterialis
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nyirokcsomdjaban. Anti-chemokine ligand (Cxcl)
13 (Cxcr5 ligand) antitest kezelés a DSS-indukalt
colitis ellen védelmet nyujtott alatdmasztva a
Cxcr5-Cxcl13 mechanizmus jelentdségét.

Human szérum mintdkban a CXCLI13
koncentracidja novekedett gyermekgydgyaszati
gyulladdsos bélbetegségekben (CD: 1.8-fold,
p=0.0077; UC: 1.9-fold, p=0.056), ami a Cxcr5-
Cxcl13 transzlacios jelentdségét timasztja ala.

A human klinikai tanulmanyunk sordn mind
a 4 tisztan CDIF beteg (jelentds co-morbidités
nélkiil) klinikai remisszidba keriilt egyszeri FMT-t
kovetéen 2 hoénapos nyomonkdvetéssel. Azonban
az FMT nem javitotta a klinikai allapotat azon
betegeknek, akik  jelentds  co-morbiditdssal
rendelkeztek a CDIF mellett.

Elézetes kisérletiink alapjan a sorozatos
FMT héarom UC beteg allapotanak javulasahoz és
remisszidban tartdsahoz vezetett az immunterapia

elhagyasa ellenére is. A Kkiterjesztett tanulmany
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azonban vitathatdé eredménnyel zdrult az FMT
hatékonysaganak megitélésében. Egyediil egy beteg
maradt remisszioban az immunterdpia elhagyéasat
kovetéen minimum 6 hénapig. Az eredmény az
FMT protokoll és az immunterdpia elhagyasanak
kezdetekor meghatarozott ucC betegség
sulyossagaval magyardzhato. A klinikai remisszid
hossza ¢és a Dbetegség mukozalis aktivitasa
egymassal forditott ardnyossdgot mutatott (r=-
0.845, Spearman: p=0.033).

A Kkiterjesztett vizsgalat soran (101 FMT) a
fellépd mellékhatdsokat szigorGan monitoroztuk és
rogzitettiik. Osszesen 17 ilyen mellékhatést
rogzitettik, melyek jelentés része vagy a
kolonoszkopia utan jelentkezd ismert
mellékhatasoknak tudhatdo be, vagy felséléguti
megfazds tiinetei. Egy esetben fordult eld a
kezeléshez valdsziniileg szorosan kapcsolddo lazas
allapot, mely az FMT eredménytelenégét és az UC

betegség fellangolasat jelezte.
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A kapcsolodd metagenomikai vizsgalatok a
CDIF ¢és UC  betegek  mikrobiomjanak
megvaltozasat taldlta FMT-t kovetden. A valtozas
mind az egészséges, mind a donor mikrobiom
iranydba bekovetkezett. A CDIF mikrobiom
jelentésen nagyobb véltozason ment keresztiil
(egyszeri FMT-t kovetden) Osszehasonlitva a UC
mikrobiomhoz t6bbszori kezelést kovetden. Az
FMT kezelés elhagyasat kovetden a UC betegek
mikrobiomja iddvel visszatért az eredeti allapothoz
(tranziens hatds). Ugyanilyen valtozds volt
megfigyelheté azoknal a CDIF betegeknél, akik
csak rovid ideig vagy egyaltalan nem reagéltak a

kezelésre.

KOVETKEZTETESEK

1. Cellul6z szupplementicid védelmet biztosit
DSS-indukalta egér colitis-ben. Ez a komplex
mikrobialis, tréfikus és protektiv hatds azonban

tranziens.
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2. Tranziens magas -6 zsirtartalmu diéta az
obezitds elvesztését kovetden hosszantartd
védelmet biztosit DSS-indukélta egér colitis-
ben. A védelem kapcsolatba hozhat6 a diéta
hataséara bekovetkezd és megfigyelt mikrobialis
valtozasokkal, tovabba a  nyirokcsomod
Osszetételének megvaltozasaval (Cxcr5-Cxcll3
folyamatok).

3. Transzlacidés kutatdsunk eredményei alapjan
elmondhat6, hogy az FMT biztonsdgosan
alkalmazhat6 gyermekkori CDIF és UC betegek
korében.

4. A jelentds co-morbiditassal nem rendelkezd
CDIF betegek klinikai remisszioba kertiltek
egyszeri FMT-t kdvetéen 2  honapos
nyomonkovetéssel. Azonban az FMT nem
javitotta a klinikai allapotat azon betegeknek,
akik valamilyen co-morbiditassal rendelkeztek
a CDIF mellett.

5. Az eldzetes tanulmanyunk alapjan a sorozatos

16



FMT klinikai remisszioban tartotta az UC
betegeket, azonban a Kkiterjesztett klinikai
tanulmanyunk sordn az FMT hatékonysaga
vitathatova valt gyermekkori UC-ben. A
csokkent hatékonysag a betegség sulyossagaval
magyarazhat6 az FMT kezdetekor. A klinikai
remisszid hossza és a betegség mukdzalis
aktivitaisa egymadssal forditott ardnyossagot
mutatott. Osszeségében elmondhatd, hogy az
FMT kezdetekor mukdzalis remisszioban 1évo
betegeknél (Mayo 0-1, pseudopolyp nélkiil)
varhatd hosszatava klinikai remisszid. Ezen
eredmények a mukdzafelszinnel dinamikusan
kapcsolatban all6 mikrobiommal magyarazhato,
melynek jelentdsége megvaltozik akut betegség
sordn, ¢és igy terdpias célu befolydsolasa is
limitalta valik.

Azonban hangsulyozni kell, hogy
tanulmanyunk fontos jelentdséggel bir abbol a

szempontbol, hogy ez az egyetlen FMT-IBD
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tanulmany, ahol az immunterapia-dependens
betegek gyodgyszeres kezelését megszakitjuk,
illetve folyamatosan leépitjiik a kizardlagos
FMT hatés vizsgalatanak érdekében.

UC betegeink mind gyermekek/ fiatal felndttek
jelentdsebb co-morbiditas nélkiil, tovabba révid
betegség torténettel rendelkeztek (3-43 honapja
fenndllo6 UC). Ezen jellegzetességek a FMT
hatékonysagaval 6sszefliggésben allhatnak.

. Metagenomikai vizsgéalatok a CDIF ¢és UC
mikrobiom robuszt valtozasat irtdk le FMT
hatadsara. Jelentésebb mikrobiom valtozast
talaltunk CDIF-ben, mint UC betegekben az
FMT kezelés szamanak jelentds eltérése
ellenére (CDIF: 1 FMT, UC: 2-32 FMT). Az
UC betegek mikrobiomja azonban a kezelés
megszakitasat kiivetden visszatért majdnem
eredeti allapotaba.

Az FMT tanulmanyok tilnyomé tobbségéhez

egyetlen donort hasznaltunk, mely kiiliinleges

18



lehetéséget  biztositott a  metagenomikai

vizsgalatok soran.

Osszefoglalva, tanulmanyunk megerdsiti,
hogy gyermekkorban végbemend kiilsé behatasok
hosszantart6  valtozasokat hoznak Iétre a
szervezetben,  melyek  késdbb  betegségek
kialakulasdhoz ~ vagy  ¢éppen  ellenkezdleg,
betegségekkel szemben védelmet jelenthetnek. Ez a
kritikus idészak gyermekkorban kiilondsen jelentds
figyelmet érdemel. A kiilonbozd taplalkozasi
hatdsok  megvaltoztatva a  mikrobiomot a
gyulladédsos  betegségek  kialakulasat/lefolyéasat
befolyasolhatjak. =~ A tdplalkozdsi  szokasok
megvaltoztatasa, illetve a mikrobiom direkt
véltoztatasa  (példaul FMT) a  gyulladasos

crer

teszi lehetdvé.
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