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Analysemethoden Analysemethoden ®
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1 Microbiome OTU = Operational Taxonomic Unit,
Isolation und Kultur .;e. - e *—l oty s 168
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colonize later (orange). By 1year of age the microtvome has a stable
adultdie signature. Rodents follow a similar colonization pattern to humans
and thes forms the rationale for the use of germ froo ansmals 10 study the
impact of the microbiota.

(Grenham 2011)

Immune system development



Aufgaben Mikrobiom - Immunsystem ﬂ
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* Probiotika ,lebende Mikroorganismen, die, in ausreichender
Menge konsumiert, einen gesundheitsférdernden Effekt
haben”

¢ Prabiotika: Substanzen, die eine wachstumsfordernde
Wirkung auf bereits im Darm vorhandene Bakterien haben
(zB Oligofruktosaccharide)

* Synbiotika: Kombination auf Pra — und Probiotikum

Good Fungi
Good Bacteria

Both Probiotics!

Dysbiose

()
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Beneficial/ : i ! Mannfu!/
Commensal High-fat/ high-sugar diets, Opportunistic Beneficial/

Harmful/ over-nutrition, sedentary % Commensal
Opportunistic lifestyle, antibiotic abuse _,_/@
<= v é — ij
P ¥
A Prudent diet & lifestyle,

problotics/ prebiotics, Gut microbial dysbiosis
Anti-inflammatory/

Balanced gut microbiota

- lGut permeability; R therapeutics, nutraceuticals 4 4 Gut permeability;
L Toxemia/Sepsis; “Endotoxemia; septicemia;
dProinflammation; “Systemicinflammation;
M nsulin sensitivity; “Mnsulin resistance;
gut/: bolic/cardi 1 “Adiposity, diabetes, MetS,
L health / \\CVD, NAFLD, NASH, IBD, IBS th./

(Nagpal 2014)

Probiotika

* Meistens von gesunden
Menschen isoliert

¢ Wirksamkeit bei
unterschiedlichsten
Erkrankungen untersucht

Cardiovacular dheases



Eigenschaften _
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* Darmpassage Uberleben
(Saure- und Enzymresistent)

* Ausreichende Anzahl

* Mucosa-Adhéarenz

* Keine/wenig
Nebenwirkungen

* Resistent gegen andere
pathogene Keime

¢ Genetisch stabil

supplemented probiotics
leave in two weeks!

but they help out while they stay :)

A flourishing Devastation Left alone, weed-like
gut ecosystem by antibiotics species run wild

dical University of Graz

Bypass the weeds? {}

Probiotics Prebiotics

(Nature, Sept 2012)

Restored ecosystem

Wie wirken Probiotika? Q) mm
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Enhanced innate immunity

A Blood_
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Adipositas _
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* Pandemie
— 300 Millionen Menschen

we |tWe |t THE GLOBAL OBESITY PROBLEM

— 155 Millionen Kinder weltweit

— Starker Anstieg in =
Schwellenlandern C
— In Osterreich 11% der
o Obese adults in ‘ X &
Bevolkerung Pomions ’
. W 30-40% .
— Lebenserwartung bei 40- W 2-30% /? 4 “
jahrigen um 7 Jahre verringert —Jieal I 4
* enge Assoziation mit o
metabolischem Syndrom B e S im0 counce wana veam crgrizsion s



Missing link: Darmflora?
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Darmflora und Adipositas

(Devaraj 2013)
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Darmflora und Adipositas

Unterschiede in der
Zusammensetzung der
Darmflora (sackhed 2005)
— verminderte Diversitat
— relativer Mangel an

Bacteroidetes und UberschuR an

Firmicutes
— Diat steigert Anzahl an
Bacteroidetes und vermindert
Firmicutes (Ley2006)
Bakterien helfen dabei, die
Energie aus der Nahrung zu

extrahieren (Backhed 2004 +2007,
Turnbaugh 2006)

Adipositas: eine Infektionskrankheit_
e ey
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Darmpermeabilitdt und Endotoxin () s

Modulation der Darmflora

Fettreiche Diat

— erhoht Darmpermeabilitat (cani
2008, Volynets 2011)

o

— ,metabolic endotoxemia® (cani
2007, Creely 2007, Dixon 2008)

Endotoxin (EUimI) >
0 = N W & 0O
j‘lm

Chronisch erhohte Endotoxin- N e -
Spiegel fiihren zu
Gewichtszunahme und E Time (min)

Insulinresistenz (cani 2007)
Prebiotika senken
Darmpermeabilitat — GLP-2
mediiert (cani 2009)

Adipose tissue
(%of body weight)

Visceral Subcutaneous

O
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* Antibiotische Therapie L ————

— verbessert Insulinresistenz -

— Anderung der Genexpression

Pra- und Probiotika

=

(Membrez 2008, Cani 2008)

¢ Entzlindung
* Stoffwechsel 1

Biood glucese (mgidl)
¥0 ¥

0 40 80 B0 100 120 140

— Verbesserte Glukosetoleranz Time toin)

— Vermindert hepatische

und Insulinsekretion (cani 2008)

[}

Insulinresistenz und
Entziindungsreaktion (i 2003)

A lnsulin (pmol/)

- a a
15
10
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HF HF-Cell HF-OFS

Fruktose

Studie an der Meduni Graz
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Fruktosekonsum steigend —
HFCS

Compound Microbial species
Fruktose zu 100% beim first- - A
Fructose Lactic acid bacteria.
pass aus Pfortaderblut Lactobacillus, Bifidobacterium,
. T Faecalibacterium
extrahiert — oxidiert — Sorbitol E coli, Salmonella, Shigella
Lipogenese Oder Mannitol Lactobacillus, Streptococcus

Xylitol Generally unfavourable for
microbial metabolism; Metabolism
by some Streptococcus mutans

keine Insulinproduktion — sp.
keine Le ptl na USSCh Uttu ng Artificial sweetener: Streptococcus mutans

Glykogensynthese

aspartame
. . Stevioside Bacteroides
F | af re d uzie rt - D-Psicose Bacteroides, Bifidobacterium,
Lipoproteinlipase nicht Auminococcus
D-Tagatose Enterococcus, Lactobacillus;

inhibiert — FFA steigen an

Lactic acid bacteria

Endotoxindmie - Steatose

Medical University of Graz

* Hypothese: Lactobacillus casei Shirota

verbessert Immunfunktion und
Insulinresistenz bei Patienten mit
metabolischem Syndrom durch Modulation
der Darmpermeabilitdt und/oder Darmflora

* 30 Patienten mit metabolischem Syndrom

e LcS fir 12 Wochen



Ergebnisse
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Figure 1: Gut permeability in patients with metabolic syndrome and controls.

Recovery of saccharose (gastroduodenal permeability) and lactulose/mannitol (LAC/MAN)
ratio (small intestinal permeability) as well as diaminooxidase levels in serum are
significantly increased in patients with metabolic syndrome (MetS) compared to healthy
controls.

* Keine Unterschiede zwischen Standardtherapie und
Probiotikagruppe, keine Anderung iiber die Zeit

Nichtalkoholische Fettleber (NAFLD)
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* Betrifft bis zu % der Bevolkerung (onardo 1999; anguto 2002; clark 2006)

* Spektrum von Fettleber, Fettleber-hepatitis (NASH),

Fibrose, Zirrhose, hepatozelluldares Karzinom (anguio 2002;
Neuschwander-T 2003; Liou 2006)

* Assoziiert mit metabolischen Syndrom, zsliakie,

selten durch Toxine, gastro-jejunalen Bypass (surt 1998; Angulo 2002;
Chitturi 2002; Younossi 2002)

* Natdrliche Verlauf
— NAFLD benigne
— NASH — bis zu 1/3 Zirrhose (angulo 1999; Ratziu 2000; Dixon 2001; Day 2006)

Ergebnisse

kein Effekt auf

— Glukosestoffwechsel

— Fettstoffwechsel

— Inflammation

— Immunfunktion
Anstieg von CRP in
der Probiotikagruppe
fettreiche Diat mit
veranderten
Gallensaureprofil
assoziiert
Anstieg von
Parabacteroides
durch LcS

Medical University of Graz

Most Winat

=% Angulo 2002;

— NASH — bis zu 1/3 Zirrhose (angulo 1999; Ratziu 2000; Dixon 2001; Day 2006)



Mechanismen - NASH
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* Pathogenese: ,2-hit“ Hypothese
— Insulin Resistenz — Lipolyse - Steatose

NAFLD/NASH

Energy+
Choline¢ ——= VLDL secretions
tOH

— Oxidativer Stress — proinflammatorische Zytokine —
Fettleberhepatitis

* Adipositas und Fettleber: hohere Inzidenz an
bakteriellem Overgrowth (sabate 2008)

* erhohte intestinale Permeabilitat (miele 2009)

Lamina
propria

* Mikrobiom: weniger Ruminococcus, mehr E. coli und
Clostridien (schnabl 2014)

» Stoffwechselprodukte
(Schnabl 2014)

Probiotika bei NAFLD/NASH Probiotika b— . -
* Vielversprechende Ergebnisse aus * Vielverspr = T
Tierversuchen Tierversuc e e
» bisher Pilotstudien und 4 kleinen » bisher Pilc-
randomisierten Studien (n=134) randomisit:.. =

— moglicherweise positiver Einfluss auf Leberwerte — mégliche = f Leberwerte
und oxidativen Stress und oxid:
— teilweise widerspruchlich — teilweise -
- groRe randomisierte Studien sowie « groReranc: i T e

Untersuchungen des Mechanismus notwendig Untersuch T s notwendig

(Ma 2013) SRt T (Ma 2013)



Leberzirrhose
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* 10. haufigste 7
Todesursache in den ]
. .. 16_
westlichen Landern (Leon gL
2006) g
£ 124
* Patienten sterben 2 10-
hauptséchlich an L
I

Komplikationen 5

* 1-Jahres-Sterblichkeit
10-82% (mansour 1997)

Men aged 15-44 years

Other European

Scotland

England
andWales

Darm-Leber Achse

Normal condition |  Pathologic condition

(Seo 2012)

Ursachen D

Medical University of Graz

Medikamente Toxine
primar bilidre Zirrhose
J primar sklerosierende Cholangitis

/

«—— Autoimmunhepatitis

95% Alkohol J
0 \

metabolisches Syndrom ——

— Ert_?liche Erkrankungen
(Hamochromatose,
Hepatitis B, C, D — Mb. Wilson, AAT-Mangel)

™~

T I kardiale Zirrhose

tropische Erkrankungen  Budd-Chiari-Syndrom

Problem

\
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1. Derangement

of gut flora

(intestinal stasis,

bacterial overgrowth)

2. Increased

intestinal

permeability

(mucosal structural
changes, oxidative stress)
3. Impaired

intestinal immunity
(reduced
chemotaxis/phagocytosis,
complement deficiency,
intraepithelial lymphocyte
dysregulation)

(Pinzone 2012)




Probiotika bei alkoholischem | Probiotika bei hepatischer |
Leberschaden ) Enzephalopathie

Medical University of Graz

Medical University of Graz

* Hypothese: Probiotika * Bei manifester HE
senken Endotoxinspiegel — Erste Studien aus den 60iger Jahren erfolgreich
. 87 —e-day1 - — Verbesserung psychometrischer Tests
im Blut ,“1 e — B & Psy
— Sekundarprophylaxe
° . . 1254 . . i
Pilotstudien zur T 100 * Bei minimaler HE
Verbesserung der 3 — GroRe Studien
Leberfunktion bei 1 — Verbesserung von psychometrischen Tests, Ammoniak, EEG,
25 . .
Leberschédigung e evozierten Potentialen
’ Sunaae vt Probl
rapy rapy L] ro eme
- Verbesserung von Fig. 1. Paired analysis of alanine aminotransferase (ALT) before and ufier - . . .
Leberwerten ChiId-Pugh incaument, — Unterschiedliche Studiendesigns, oft kein Placebo-Arm
’
score und Endotoxinspiegel — Kein klarer Vorteil gegeniiber Laktulose
Probiotische Kei toi — Therapeutische Relevanz noch unklar
— Fropiotische Keime steigen . . i
- (Liu 2004; Lata 2007; Kirpich 2008) (Read, 1965; Mcbeth, 1965; Fenton, 1966, Loguerico 2995, Malaguarnera 2007 u. 2010, Liu 2004, Sharma
im Stuhl an
2008, Lunia 2013, Aggarwal 2012)
Empfehlungen ISHE &) Infektionen bei Leberzirrhose  §)
MBdical University of Graz
Table 4. Summary Statements and Recommendations .
Regarding Fiber and Micronutrient Provision in Patients ° HaUthfsaChe fur die s ‘
With Cirrhosis and HE Dekompensation einer Leberzirrhose Permeabilitatsstorung gestorte Darmflora
Prebiotics (Jalan 2002, Sen 2002, Sort 1999)
Iniﬁ:rl:u:g;wmining 25.45 g of fiber daily should 28 « bis 2u 50% der stationzren
Aufnahmen von Zirrhotikern (Navasa
Micronutrients L
A 2-week course of a multivitamin preparation could be justified 2A 1999) bakterielle Translokation /
:;‘w'l’::‘;m":“g"::f;‘:‘gp":fe';dvfm:j;c'f‘eif:s’;ﬁé“ * bis zu 35% nosokomiale Infektionen Prabiotic
be treated specifically. (Fernandez 2002) Endotoxémia /
Hyponatremia should always be comected slowly. 1A . SE——
Long-term treatment with manganese containing nutritional 28 Y rsaChe' ,\M Z
formulations should be avcided. — erhhte Darmpermeabilitit und Y\t ° @
. inad. ktivierte!
Issves Requiring Additional Research Dysbiose 2;/@.’ st
Better definition of the psychiatric, nutritional, and cost ; of . . fas
dietary fier supplements in patients with cimhosis, particularly in compari- — vermehrt bakterielle Produkte im
son to standard treatment options Serum e
Benefits and harms of probiotics in randomized trials with a low risk of system- . . e T
atic and randon enors — Neutrophilendysfunktion durch
Comparative efficacy of various probiotics and optimal doses and duration of inadéquate Aktivierung erhohtes Infektionsrisiko
treatment

) Role of zinc in the pathogenesis of HE and the effects of supplementation
(Amodio 2013)




Probiotika nach
Lebertransplantation

Probiotika und Neutrophilenfunktion @

Medical University of Graz
N «

. 125 3
. . &
* Infektionen nach Lebertransplantation Die ei hrnkt z
. . * e eingeschrankte g
— langerer Spitalsaufenthalt, hohe Kosten Pha ozgtosefunktion der i
— 10% zusatzliche Mortalitat gozyke £ =
neutrophilen Granulozyten S .
normalisiert sich 5,
n\'b Q ,\"b Q ,\"b
Table 3: Post-operative bacterial infections and isolated bacteria nq\‘ 85\ &o‘\ 85\ 85\
Group A AN BN * Die UberschieBende Produktion & oy paterts palet conTo
eyt o ECIES U von Zytokinen auf einen Stimulus 0 - !
Wound 0 1 . .
Pneumonia 0 1 redUZIert SlCh
Cholangitis 0 2 300
Bacteria ) ) . s
£ faccaliyfaccium . n * Die Uberexpression von TLR4 £ 200
4 g
Enterobacter cloacae 0 2 S H
Pseudomonas aeruginosa 0 2 norma“s'ert SICh '_'l 1004
Staphylococcus aureus 0 1 ‘
*Difference between groups significant. (Rayes 2002’ 2005) N ¥
(Stadlbauer et al, J Hep, 2008) healthy control  day 0 day 28

Studie O mm Ergebnisse

Medical University of Graz Medical University of Graz

* Hypothese: Die Gabe von Winclove 849 bei * 12 dropouts (13%)
Leberzirrhose verbessert die Funktion der — 1 in Probiotikagruppe
neutrophilen Graulozyten durch eine — 11 in Placebogruppe (p<0.01)

Verbesserung der Darmpermeabilitat und/
oder der Darmflora und senkt damit die
Infektionsrate

* 101 Patienten
* 6 Monate Multispezies-Probiotikum/Placebo

* Exzellente Compliance: 98,9% der Dosen
wurden eingenommen

(Horvath A, unpublished)



Patientencharakteristika
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Probiotikum | Placebo
(n=44) (n=36)
Alter 60 (54;64) 56 (50;63)
MELD 12 (9;15) 9 (8;14)
Child-Pugh Score A/B/C 29/12/3 32/4/0*
Atiologie (Alkohol/HCV/others) 22/9/13 19/5/12
Geschlecht (m/f) 32/12 26/10
Protonenpumpenhemmmer 27 19
Antibiotikaprophylaxe 1 0
*p<0.05
(Horvath A, unpublished)
Phagozytose
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(Horvath A, unpublished)
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Phagozytose

z-values for Phagoindex
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Probiotika Placebo

(Horvath A, unpublished)

Infektionen

Medical University of Graz

* wahrend der Therapie

leichte schwere

Infektionen |Infektionen
Placebo 17 2
Probiotika 12 0

* in der Nachbeobachtungszeit

leichte schwere
Infektionen |Infektionen
Placebo 7 4

Probiotika 7 5
(Horvath A, unpublished)



Fir die Praxis ¢

* Adipositas/metabolisches Syndrom/NAFLD/NASH

— Wenn moglich, Teilnahme an klinischen Studien

e Zirrhose

— Probiotikum zur Prophylaxe einer AAD parallell zu jeder
Antibiotika-Verordnung

— Wenn moglich, Teilnahme an klinischen Studien

— Multispeziesprobiotikums zusatzlich zu arztlicherseits
verordneten Therapie (vor allem bei hepatischer
Enzephalopathie)
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* Paradigmenwechsel
« Methodische Fortschritte Critical Transitions
* Bessere Studiendaten

Ausblick

in Nature and Society

e Verstandnis der
Pathophysiologie

¢ Gezielte und effektivere
Strategien

* Translationale Forschung

Marten Scheffer

Wir suchen!
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 Patienten mit Typ 2 Diabetes (HbAlc >6.5 %/
48 mmol/mol) und Adipositas (BMI 30-40 kg/
m?)

* Studie mit Synbiotikum zur Modulation der
Darmflora versus Placebo

* Vorteil: genaueste Stoffwechseluntersuchung,
moglicherweise positiver Effekt durch
Probiotikum

* Kontakt: vanessa.stadlbauer@medunigraz.at
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* Welches Produkt?
— Lactobacillus (rhamnosus, casei)
— Bifidobakterien
— Enterococcus faecium
— Saccaromyces boulardii
— Multispeziesprobiotika



