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PREBAVNA MIKROBIOTA KOT DEJAVNIK

PRI RAZVOJU DEBELOSTI

Vesna JERMAN !, Gorazd AVGUSTIN 2

Prebavna mikrobiota kot dejavnik pri razvoju debelosti

Porast debelosti v moderni druzbi je povezan z vecjo po-
javnostjo z debelostjo povezanih bolezni in predstavlja veliko
finan¢no breme za javno zdravstvo. Pomembno odkritje na po-
dro¢ju mikrobiologije prebavnega trakta sesalcev je povezano
z vlogo prebavne mikrobiote pri razvoju debelosti. Z novimi
molekularnimi metodami in poskusi z gnotobiotskimi zivalmi
so do neke mere pojasnili udelezbo prebavne mikrobiote pri
uravnavanju telesne mase in energijskega ravnovesja gostitelja.
Prebavna mikrobiota vpliva na vnos hranil in porabo energi-
je iz hrane in pospesuje shranjevanje le-te v mascobna tkiva s
procesi fermentacije, olaj$ane absorpcije in tudi z vplivom na
izrazanje gostiteljevih genov (protein Fiaf) ter na aktivnost go-
stiteljevih encimov (proteinska kinaza AMPK). Pri debelih mi-
$ih in ljudeh je prebavna mikrobiota dokazano bolj u¢inkovita
pri izkoridc¢anju energije iz hrane kot pri suhih. osebkih. Obsta-
jajo znacilne razlike v sestavi mikrobne zdruzbe glede na debel
oz. suh fenotip. V prebavilih debelih Zivali in ljudi se dosledno
kaze povisan delez predstavnikov bakterij iz debla Firmicutes
na ra¢un zmanj$anja predstavnikov debla Bacteroidetes, obe
prevladujoci debli pa v prebavilih sesalcev skupaj predstavljata
do 90 % vseh bakterij. Izkazalo se je, da je prebavna mikrobiota
udelezena tudi pri patofiziologiji debelosti preko dejavnikov,
kot je mikrobni LPS. Rezultati raziskav kazejo, da lahko spre-
membe deleza mascob v hrani vplivajo na sestavo mikrobne
zdruzbe ter da te spremembe vplivajo na pojavnost metabol-
nih bolezni. Odpira se novo podro¢je manipulacije prebavne
mikrobiote za zdravljenje debelosti in z njo povezanih bolezni.
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Gut microbiota as a factor in obesity development

The increased prevalence of obesity in modern society is
associated with incidence of obesity related diseases and repre-
sents a financial burden on public health. Important discovery
in the field of microbial ecology of the gut was the possible in-
volvement of the gut microbiota in obesity development. Using
new molecular techniques and gnotobiotic animal models has
revealed the relation between the regulation of body mass and
energy balance of the host with the microbial community of the
gut. Gut microbiota affects nutrient intake, facilitate the extrac-
tion of energy from food and promote storage of the calories in
host adipose tissue through processes of fermentation, absorp-
tion and through the effect on the expression of host genes (e.g.
Fiaf) and the activity of host enzymes (e.g. AMPK). In obese
mice and humans the gut microbiota is clearly able to obtain
energy from food more effectively as in the lean subjects. There
are significant differences in the composition of microbial com-
munities in relation to fat vs. lean phenotype. In the gut of obese
animals and humans the increased proportion of the Firmicutes
at the expense on Bacteroidetes was consistently detected. Both
are the dominant bacterial groups in mammalian gastrointesti-
nal tract, accounting together for 90% of all bacteria. It has been
shown that gut microbiota is involved also in patophysiology of
obesity through factors such as microbial LPS. Existing results
show that high fat diet can affect the composition of microbial
community in the gut and that these changes can further affect
the incidence of metabolic disease. This evidence potentially
opens a new field of manipulation of the gut microbiota as a
new strategy to treat obesity and related diseases.
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1 EPIDEMIJA PREKOMERNE DEBELOSTI

Debelost je stanje telesa, pri katerem je delez mascob
prekomerno povecan in zato predstavlja breme za telo.
Povecevanje Stevila debelih ljudi je znacilen pojav v druz-
bah razvitega dela sveta, kjer je hrane v obilju in hkrati
prevladuje zivljenjski slog z nezadostno telesno aktivno-
stjo. Prekomerno kopicenje mas¢obnih tkiv ima vpliv na
izgled in zdravje telesa ter lahko vodi v razvoj bolezni,
zato je prekomerna debelost opredeljena kot bolezensko
stanje. Debelost je klju¢na pri nastanku in napredovanju
nekaterih kroni¢nih nenalezljivih bolezni, kot so bolezni
srca in ozilja, sladkorna bolezen in nastanek malignih
novotvorb (Calle in Thun, 2004). Dokazana je bila jasna
povezava med prekomerno telesno maso in povisanimi
vrednostmi holesterola in sladkorjev v krvi, kar posledi¢-
no povecuje pojavnost sr¢no-zilnih bolezni. Od sedmih
pomembnih dejavnikov tveganja za nastanek kroni¢nih
nenalezljivih bolezni jih je vsaj pet tesno povezanih s te-
lesno nedejavnostjo in nezdravo prehrano. V gospodar-
sko razvitih drzavah zahodnega sveta, predvsem v ZDA,
kjer je opravljenih tudi najvec $tudij, povezanih z debe-
lostjo, je pretirana debelost na sedmem mestu najpogo-
stej$ih dejavnikov tveganja za razvoj bolezni, v razvitih
drzavah pa je med vzroki za smrt debelost, ki je posledica
pretiranega hranjenja na drugem mestu, takoj za zlorabo
tobaka. V sistemu zdravstvenega zavarovanja ZDA spre-
mljajo in vrednotijo strosek, ki ga predstavljajo posame-
zne bolezni, in v letu 2008 naj bi ZDA za bolezni, ki so
posledica debelosti, porabile kar 45 milijard dolarjev.

Telesno maso ocenjujemo z indeksom telesne mase
(ITM). Mejne vrednosti ITM za prekomerno debelost so
v razli¢nih drzavah med 25 in 30 kg/m® Vloga mascob-
nih tkiv v zdravem telesu je shranjevanje energije, del teh
tkiv pa sodi med endokrine Zleze, ki uravnavajo imun-
ski sistem in sodelujejo pri sami regulaciji shranjevanja
energije. Telo sesalcev je evolucijsko bolje zas¢iteno pred
stradanjem kot pred pretiranim obiljem, saj je izguba
telesne mase za organizem nevarnej$a od pretirane de-
belosti. Povecanje telesne mase je rezultat interakcij med
gensko zasnovo ter socialnimi, kulturnimi in okoljskimi
dejavniki in je ve¢inoma posledica obilja.

Ocene vpliva genotipa na debelost so med 6 in 85 %
(Yang in sod., 2007), s samimi genetskimi razlikami med
ljudmi pa ne moremo pojasniti porasta Stevila pretirano
debelih Jjudi v tako kratkem obdobju, kot smo temu pri-
¢a v zadnjih desetletjih. Genetsko pogojena debelost je
vecinoma poligenske oblike, pri kateri je udelezeno ve¢je
$tevilo genov (Rankinen in sod., 2002), katerih u¢inki so
manjsi. Debelost, ki je posledica mutacije enega gena,
je v populaciji redka, so pa posledice te mutacije vecje
(O’Rahilly, 2002). Najbolj raziskana je mutacija v genu
za peptidni hormon leptin. Leptin vedinsko nastaja v
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masc¢obnih celicah, adipocitah, in igra pomembno vlo-
go v metabolizmu glukoze in masc¢obnih kislin. Koli¢ine
leptina so proporcionalne koli¢ini telesnih mas¢ob in do
povecanega izrazanja leptina pride ob povec¢anem $tevi-
lu adipocit (Couturier in sod., 2007). Mutacije v genu za
leptin (ob) ali v genu za leptinski receptor (lepr) v po-
pulaciji so redke, zanje so uveljavljena in uspesna zdra-
vljenja z rekombinantnim leptinom, hkrati pa so tudi
osnova misjega modela, na katerem potekajo raziskave
tako debelosti kot z njo povezanih bolezni. Zaradi majh-
ne pojavnosti te mutacije v populaciji pa so pomembne
$tudije na drugih modelih, ki ne izhajajo iz monogensko
pogojene genetske okvare.

Kot smo Ze omenili, z genetiko ne moremo pojasniti
hitrega povecevanja $tevila prekomerno debelih ljudi po
celem svetu. Svetovna zdravstvena organizacija je pre-
poznala prekomerno debelost kot epidemijo leta 1997
in osem let kasneje so podatki kazali, da je najmanj 400
milijonov ljudi po vsem svetu predebelih.

1.1 STANJE DEBELOSTI V SLOVENIJI

Tudi v Sloveniji se delez ¢ezmerno debelih oseb
povecuje in s tem zdravstveni problemi, povezani s pre-
obilno prehrano in nezadostno telesno dejavnostjo. V
letu 2002 je bilo do 40 % vseh smrti v Sloveniji posledica
bolezni srca in ozilja. Po ocenah pristojnih institucij eko-
nomsko breme bolezni, ki so povezane s prekomernim
hranjenjem, Ze presega zmogljivosti zdravstvenih zavaro-
vanj. Raziskave odrasle populacije so sicer redke, kazejo
pa na naras$¢anje deleza ¢ezmerno hranjenih (ITM med
25 in 30) ter deleza prekomerno debelih (ITM nad 30)
ljudi. Glede na izsledke raziskav iz let 1996/97, 2001 ter
2002/2003 so bili delezi ¢ezmerno prehranjenih Sloven-
cev med 55 in 62 %, delezi prekomerno debelih pa med
15in 20 % (Ministrstvo za zdravje RS, 2007). Razsirjenost
debelosti v Sloveniji je primerljiva z drugimi evropskimi
drzavami, porast debelosti pa se kaze tudi pri otrocih in
pubertetnikih (Avbelj in sod., 2005). V okviru Medna-
rodne zdravstvene organizacije je Evropska unija v letu
2006 podpisala deklaracijo za preprecevanje narasc¢anja
debelosti s ciljem zaustaviti epidemijo debelosti do leta
2015. Ministrstvo za zdravje RS je dokument podprlo in
se s tem zavezalo k reSevanju te problematike

Pri pridobivanju energije iz hrane imajo bolj ali
manj pomembno vlogo tudi mikroorganizmi, ki nase-
ljujejo prebavni trakt, t.i. prebavna mikrobiota. Rezulta-
ti novejsih $tudij vpliva mikrobne zdruzbe v prebavilih
so dali slutiti, da ima prebavna mikrobiota pomembno
vlogo tudi pri nastanku debelosti. S tem namenom se je
pomemben del raziskav, ki so osredotocene v debelost,
usmeril v preucevanje vloge mikrobne zdruzbe v preba-
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vilih. V pri¢ujo¢em prispevku se bomo omejili na vlogo
prebavne mikrobiote pri razvoju debelosti v primeru mo-
nogastri¢nih sesalcev, med katere spada tudi ¢lovek.

2  MIKROBNA ZDRUZBA V PREBAVNEM
TRAKTU SESALCEV

Mikrobiologija prebavnega trakta je podroéje, ki
se je v zadnjem desetletju zaradi uveljavitve ter znizanja
stroskov molekularnih metod izjemno razmahnilo. Pred
prihodom t.i. druge generacije molekularnih tehnik je
bilo proudevanje mikrobov v prebavilih sprva omejeno
na tiste, ki jih je bilo mogoce gojiti, kasneje pa na omeje-
no Stevilo tistih, ki jih je bilo mogoce zaznati z moleku-
larnimi tehnikami prve generacije. Ve¢ina molekularnih
$tudij temelji na obseznem odkrivanju in/ali nabiranju
nukleotidnih zaporedij genov za 16S rRNA, za katere ve-
lja, da so primerni molekularni oznacevalci (ang. mar-
ker), ker so prisotni v vseh organizmih in so zadostno
ohranjeni za poravnave ter dovolj razli¢ni za filogenetske
analize. Po letu 2003 se je z razvojem metod hitrega in
masovnega sekvenciranja (Leamon in sod. 2003; Margu-
iles in sod., 2005) nabiranje novih sekvenc iz prebavne
mikrobiote Se pospesilo ter omogocilo razmah $tudjij pri-
merjalne genomike.

V prebavnem traktu sesalcev je ocenjeno Stevilo
mikrobnih celic med 10" in 10™ (~10"-'? celic/ml pre-
bavne vsebine). Vecina prebavnih mikroorganizmov pri
monogastri¢nih Zivalih, kamor sodi tudi ¢lovek, naseljuje
zadnji del prebavnega trakta, to je debelo ¢revo ali kolon,
ki ga uvr§amo med ekosisteme z najvec¢jim $tevilom mi-
krobnih celic na prostorninsko enoto (Béckhed in sod.,
2005). Med prisotnimi mikroorganizmi prevladujejo
predvsem po Gramu pozitivne bakterije, arheje in evka-
rionti pa so v manjsini: v prebavilih misi so tako delezi
bakterij med 90-96 %, do 2 % mikrobne zdruzbe zasto-
pajo arheje, evkarionti predstavljajo od 1-7 % ter viru-
si 1 % mikrobne zdruzbe (Turnbaugh in sod., 2006). V
prebavnem traktu je pestrost mikrobne zdruzbe relativ-
no majhna v primerjavi z ekosistemi, kjer prav tako pri-
haja do razgradnje organske snovi, kot so na primer tla
(Ley in sod., 2006b). V prebavilih ljudi in misi kar 90 %
vseh bakterijskih filotipov prebavne mikrobiote pripa-
da debloma Firmicutes in Bacteroidetes, to je le dvema
od sedemdesetih bakterijskih debel, in sicer v razmerju
60-80 %: 20-40 % (Ley in sod., 2005, 2006a; Eckburg in
sod., 2005). Pestrost mikrobne zdruzbe se kaze predvsem
na nizjih taksonomskih nivojih, to je vrstah in podvrstah,
kar naj bi bila posledica gostiteljske selekcije in koevolu-
cije v relativno stabilni ekoloski nisi (Dethlefsen in sod.,
2007). Ocenjeno $tevilo bakterijskih »molekularnih« vrst

v debelem ¢revesu odraslega ¢loveka je okrog 1000, od
teh naj bi jih bilo manj kot 70 ubikvitarnih (Dore, 2009).

Do zaletne okuzbe sesalskega prebavila pride ob po-
rodu, na sestavo prebavne mikrobiote, ki se bo v prebavi-
lu nato vzpostavila, pa imajo vpliv tako genotip gostitelja
kot okoljski dejavniki (Camp in sod., 2009), vklju¢no s
fiziolosko anatomskimi spremembami prebavnega trak-
ta, do katerih pride med razvojem (Berg 1996; Palmer
in sod., 2007). Raziskave vpliva razliénih dejavnikov
na sestavo prebavne mikrobiote, ki so bile opravljene v
preteklosti, temeljijo na razli¢nih metodah in rezultati
teh $tudij so si zato pogosto nasprotujoci. Zaradi naci-
na okuzbe predvidevamo, da si bosta zdruzbi prebavne
mikrobiote matere in njenih otrok precej podobni. To so
zaznali Turnbaugh in sod. (2009) pri pregledu prebavne
mikrobiote enojajénih in dvojajénih dvojckov ter njiho-
vih mater. Palmer in sod. (2007) v nasprotju s tem pri
pregledu prebavne mikrobiote v fecesu otrok in njihovih
mater niso zaznali ve¢jih razlik od prebavne mikrobiote
drugih odraslih ljudi. Ley in sod. (2005) so na modelu
suhih in debelih linijah misi ugotovili, da je sestava pre-
bavne mikrobiote med materami in mladic¢i enaka, raz-
likuje pa se zastopanost posameznih skupin in le-ta je
bila odvisna od genotipa (debel-suh). Vpliv gostitelja na
sestavo prebavne mikrobiote so zaznali tudi pri prenosu
prebavne mikrobiote iz prebavil rib cebric (Danio rerio)
v prebavila gnotobiotskih sterilnih misi. Po prenosu se
je sestava mikrobne zdruzbe v prebavilu okuzenih misi
v ¢asu spremenila in postala bolj podobna prebavni mi-
krobioti obi¢ajnih misi (Rawls in sod., 2006). Sicer naj
bi sestava prebavne mikrobiote pri istih osebkih v ¢asu
ostajala enaka (Zoetendal in sod., 2001) in naj bi glede
na okoljske dejavnike prihajalo do sprememb predvsem
v delezu prisotnih skupin (Ley in sod., 2005). O prozno-
sti ali stabilnosti prebavne mikrobiote govori studija De-
thlefsena in sod. (2008), v kateri so ugotovili, da se je po
$tirih tednih po prenehanju jemanja antibiotika v preba-
vilih ljudi vzpostavila enaka zdruzba prebavne mikrobi-
ote kot pred jemanjem, ne glede na to, da so antibiotiki
sprva znizali mikrobno pestrost.

Kljub temu nekatere opravljene $tudije kazejo, da se
sestava prebavne mikrobiote spreminja v odvisnosti od
tipa hrane (Ley in sod., 2006a; Nadal in sod., 2009) in se
do neke mere spreminja tudi s starostjo (Mueller in sod.,
2006; Mariat in sod., 2009).

3 RAZLIKE V SESTAVI PREBAVNE MIKRO-
BIOTE DEBELIH IN SUHIH OSEBKOV

Novejse studije so jasno pokazale, da obstaja kore-
lacija med povi$anim delezem telesnih mascob in struk-
turo mikrobne zdruzbe v prebavilih mi$i (Ley in sod.,
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2005), podgan (Mozes in sod., 2008), prasi¢ev (Guo in
sod., 2009) in ljudi (Ley in sod., 2006a; Collado in sod.,
2008; Nadal in sod., 2009). Pri vseh so zaznali statisti¢no
znacilno spremembo v relativni zastopanosti predstav-
nikov bakterijskih debel Bacteroidetes in Firmicutes kot
povisanje deleza firmikutov pri debelih osebkih.

Spremembe v razmerju predstavnikov firmikutov in
bakteroidet so prvi¢ zaznali v prebavnem traktu debelih
(linija ob/ob z okvaro v genu za leptin) in suhih ( linija
+/+) misi (Ley in sod., 2005), in sicer je bilo pri debelih
misih do 50 % ve¢ firmikutov. V nadaljevanju so sledili
spremembi deleza firmikutov in bakteroidet v fecesu pre-
komerno debelih ljudi med enoletnim programom huj-
$anja ob spremembi iz visoko kalori¢ne v nizko kalori¢-
no dieto (Ley in sod., 2006a). Prebavna mikrobiota se je
spreminjala skupaj z zmanjsanjem telesne mase. Skupni
delez obeh bakterijskih skupin je ostal enak, spremenilo
pa se je razmerje med prevladujo¢ima skupinama v prid
bakteroidet, in sicer iz 3 % na zacetku na 15 % celotne
bakterijske zdruzbe ob koncu poskusa. Podobno se je
med hujSanjem devetintridesetih prekomerno debelih
pubertetnikov spremenila zastopanost izbranih bakte-
rijskih skupin (Nadal in sod., 2009). Ob znizanju ITM
so v fecesu zaznali zmanj$anje Stevila nekaterih skupin
iz debla Firmicutes ter zviSanje deleza bakterij iz debla
Bacteroidetes.

Krmljenje z visoko kalori¢no dieto je tudi pri pod-
ganah spremljala sprememba v bakterijski zdruzbi pre-
bavne mikrobiote, kjer so opazili znac¢ilno zmanjsanje
Stevila predstavnikov iz debla Bacteroidetes in povec¢anje
$tevila rodov enterokokov in laktobacilov iz debla Firmi-
cutes pri debelih podganah v primerjavi s suhimi (Mozes
in sod., 2008).

Nedavno so Turnbaugh in sod. (2009) v metage-
nomski $tudiji pregledali ogromno S$tevilo celotnih in
delnih sekvenc bakterijskih genov za 16S rRNK v fecesu
debelih in suhih ljudi (n=154). Ugotovili so, da je prebav-
ni mikrobiom druzinskih ¢lanov podoben in da je prou-
¢evanim osebkom bolj kot nabor bakterijskih vrst skupen
nabor genov. Zaznali so tudi znacilno manjso pestrost na
ravni bakterijskih rodov v fecesu debelih ljudi v primer-
javi s suhimi in zato predpostavili, da pretirana debelost
bakterijsko raznolikost zmanjsuje.

Razlike v razmerju predstavnikov debel Firmicutes
in Bacteroidetes so odkrili tudi pri razli¢nih starostnih
skupinah ljudi. Mariat in sod. (2009) so pregledali zasto-
panost bakterijskih skupin Clostridium leptum, Clostridi-
um coccoides, Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus
in Escherichia coli v fecesu otrok (3-10 mesecev), odra-
slih (25-45 let) ter starejsih ljudi (70-90 let) z metodo
kvantitativnega PCR (qPCR). Za prebavno mikrobioto
majhnih otrok je bilo znacilno prevladovanje bifidobak-
terij in tudi bakterije iz vrste E. coli so bile pri majhnih
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otrocih na nivoju dominantne skupine. Pri odraslih so
prevladovali firmikuti in bakteroidete, pri starejsih lju-
deh pa se je ponovno statisti¢no znacilno povecal delez
E. coli. Razmerje med $tevilom celic firmikutov in bak-
teroidet se je med starostnimi skupinami razlikovalo in
je bilo pri otrocih 0,4, pri odraslih 10,9 ter 0,6 v skupini
starej$ih ljudi. Kalliomaki in sod. (2008) so spremljali
Stevilo glavnih bakterijskih skupin prebavne mikrobiote
pri odras¢ajocih otrocih (od rojstva do 7. leta starosti) in
primerjali otroke, ki so kasneje postali prekomerno de-
beli in otroke z normalno telesno maso. Predlagali so, da
je mogoce po zastopanosti bakterijskih skupin v prebavni
mikrobioti sklepati na kasnej$o nagnjenost k debelosti.
Glavne razlike so odkrili v stevilu bifidobakterij in strep-
tokokov, prvih je bilo pri otrocih, ki so kasneje postali
debeli, manj, streptokokov pa ve¢.

4 VLOGA PREBAVNE MIKROBIOTE PRI
PRIDOBIVAN]U ENERGIJE IZ HRANE

Kak$no vlogo ima poviSanje relativnega deleza
predstavnikov debla Firmicutes v prebavilu debelih lju-
di in zivali, kaks$no vlogo $tevil¢nejsi predstavniki debla
Bacteroidetes pri suhih, ter na kaksen nacin poteka selek-
cija, $e ni jasno. Predstavniki debla Bacteroidetes v pre-
bavilih fermentirajo ogljikove hidrate, porabljajo dusi-
kove spojine ter so udelezeni v biotransformaciji Zol¢énih
kislin. S pomocjo bakteroidet in njihovih encimov se v
prebavilih ponovno dekonjugira tudi do 95 % konjugi-
ranih zol¢nih kislin, ki se lahko nato kot take vrnejo v
telo. Vecina bakteroidet je »zmerno« saharoliti¢nih, hi-
drolizirajo tudi kompleksne rastlinske polisaharide, kot
so ksilan, pektin in celuloza, in imajo za to veliko $tevi-
lo genov za razli¢ne glikozilaze. Pri nekaterih vrstah iz
rodu Bacteroides so ugotovili, da so hidrolazni encimi
name$¢eni na notranji membrani, njihovo izrazanje pa
je regulirano glede na prisotne polisaharide, zaradi ¢esar
naj bi se bakteroidete lazje prilagajale prisotnim virom
substrata. V deblo Firmicutes spadajo klostridiji, bacili,
laktobacili in molikuti. V zadnjem delu prebavnega trak-
ta ¢loveka in zivali so prisotni predvsem firmikuti iz ra-
zreda klostridijev in laktobacilov, prvih pa je bistveno ve¢
in jim pripisujemo pomembnejso vlogo. Pri fermentaciji
polisaharidov uporabljajo podoben sistem membranskih
proteinov kot bakteroidete, le da jim substrata ni potreb-
no prenesti v periplazmo.

Da bi lahko razumeli funkcijo tako ene kot druge
skupine v prebavnem traktu ter kaksen vpliv bi predstav-
niki bakteroidet in firmikutov lahko imeli pri razvoju
debelosti, so opravili $tudije okuzbe sterilnih gnotobiot-
skih misi z izbranimi sevi. Mahowald in sod. (2009) so
gnotobiotske sterilne misi kolonizirali z dvema sevoma,
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s predstavnikom firmikutov iz vrste Eubacterium rectale
in s predstavnikom bakteroidet iz vrste Bacteroides the-
taiotaomicron. Slednji sodi med dobro proucevane bak-
teroidete (Backhed in sod., 2004, 2005). Zanj je znacilno
ogromno Stevilo zapisov za razli¢ne glikozidne hidrolaze
(226) in polisaharidne liaze (15) (Bjursel in sod., 2006).
Vsi ti proteini tvorijo t.i. glikobiom, celoten set genov oz.
njihovih encimov, ki so udelezeni pri izkori$¢anju oglji-
kovih hidratov. S transmembranskimi proteini zaznava-
jo razli¢ne polisaharide in jih prenasajo v periplazmo,
razli¢ne hidrolaze pa omogocajo njihovo razgradnjo do
monosaharidov. Za E. rectale je znacilno manjse $tevilo
encimov, ki razgrajujejo polisaharide v primerjavi z ob-
seznim glikobiomom B. thetaioaomicron. E. rectale je po-
znan tudi kot producent maslene kisline iz ocetne kisline
in njegova prisotnost povecuje ekspresijo transporterjev
maslene kisline pri mi$ih. Pokazali so, da se predstavniki
B. thetaiotomicron hranijo na stenah prebavnega trakta
in imajo zvi$ano raven izrazanja predvsem za encime,
ki cepijo mukozne snovi in ki so nedostopne E. rectale,
do ocetne kisline. Prisotnost predstavnikov obeh zdruzb
omogoca boljsi izplen prisotnih substratov.

Ceprav v prebavnem traktu dominirajo predstavni-
ki bakterij, imajo tudi arheje pomembno vlogo pri pove-
¢anju izplena energije iz fermentacije hrane. Ve¢inoma
so v prebavilih vsejedih sesalcev prisotne hidorgeno-
trofne metanogene arheje, ki z odstranjevanjem vodika
omogocajo ostalim mikroorganizmom proizvajati vec¢
ocetne in maslene kisline, ki se nato absorbirata skozi
epitelne celice ¢revesa. Metanogene arheje z odstranje-
vanjem vodika preprecujejo njegovo kopicenje kot tudi
kopi¢enje konénih produktov fermentacije, kot je mra-
vlji¢na kislina. Sele nastali metan predstavlja konéni od-
liv tako energije kot elektronov. Najpogosteje zastopana
arheja pri ¢loveku je vrsta Methanobrevibacter smithii, ki
lahko predstavlja po nekaterih $tudijah celo ve¢ kot 10 %
celotne mikrobne populacije v prebavilu (Samuel in sod.,
2007).

Zabolj$e razumevanje doprinosa arhej k celokupne-
mu izplenu iz fermentacije v prebavnem traktu sta Samu-
el in Gordon (2006) sterilne gnotobiotske misi okuzila
s sevoma iz vrst Methanobrevibacter smithii, Bacteroides
thetaiotomicron ter me$anico obeh. Najvedji izkoristek iz
hrane ter povisano lipogenezo sta odkrila ob prisotnosti
obeh in zaznala do 1000-kratno povedanje $tevila pred-
stavnikov obeh vrst, ¢e sta rasli skupaj. Ugotovila sta, da
Methanobrevibacter smithii vpliva na ekspresijo genov v
B. thetaiotomicron, in sicer tako, da ta svoj metabolizem
preusmeri v razgradnjo fruktoznih polisaharidov, ki jih
cepijo do mravlji¢ne kisline, vira energije za metano-
genega partnerja. Mikrobi v prebavnem traktu torej ne
vplivajo le na gostitelja, temve¢ tudi eden na drugega, v
kolikor so med njimi skupni intermediati. Pri koloniza-

ciji prebavnega trakta misi s sevoma iz vrst Desulfovibrio
piger in B. thetaiotomicron do povedanja lipogeneze v
misi ali do povecanja $tevila obeh skupin mikroorganiz-
mov ni prislo (Samuel in Gordon, 2006).

5 PREBAVNA MIKROBIOTA KOT META-
BOLNI ORGAN GOSTITELJA

Prebavna mikrobiota je torej prepoznana kot po-
memben dejavnik pri razgradnji hrane, povecevanju do-
stopnosti hranil, vira energije ter pri sintezi vitaminov.
Funkcije prebavne mikrobiote so bile razjasnjene s po-
skusi na gnotobiotskih laboratorijskih Zivalih, predvsem
misih (Berg, 1996). Prebavna mikrobiota se je izkazala za
nujno potrebno pri vzdrzevanju normalne funkcije ¢re-
vesa, kot je razgradnja in sprejem hranil, ter pri razvoju
imunosti. Med njene dodatne funkcije danes $tejemo $e
regulacijo metabolizma in bioloske dostopnosti zdravil,
kot so ksenobiotiki, razgradnjo dieteti¢nih toksinov, ob-
novo epitelnih celic, postavitev in aktivacijo imunskega
sistema, vpliv na velikost srca ter celo na gibalne spretno-
sti (Turnbaugh in sod., 2007).

Zaradi nastetih vplivov prebavne mikrobiote na sa-
mega gostitelja prebavno mikrobioto pogosto omenjamo
kot metabolni organ, ki opravlja funkcije, ki jih sesalci
med evolucijo nismo razvili, celotni set mikrobnih geno-
mov v prebavilu pa kot prebavni mikrobiom. V sklopu
celotnega prebavnega mikrobioma naj bi obstajal, kot ze
omenjeno, poseben nabor genov, tako imenovano jedro
mikrobioma, ki so nujno potrebni za zdravje gostitelja
(Turnbaugh in sod., 2009). Rezultate za potrditev te hi-
poteze so raziskovalci pridobili predvsem z metodami
masovnega sekvenciranja, s pomoc¢jo katerih je mogoce
zbrati veliko $tevilo sekvenc, jih nato obdelati z orod-
ji primerjalne metagenomike ter na podlagi rezultatov
primerjav sklepati, katere metabolne poti so v doloce-
nem primeru bolj izrazene (Tringe in sod., 2005). Gill in
sod. (2006) so pregledali veliko $tevilo mikrobnih genov
v fecesu dveh osebkov in primerjali zapise bakterijskih
genov za encime z geni gostitelja. Na podlagi rezultatov
primerjav so nato sklepali, katere metabolne funkcije
mikroorganizmi opravljajo v prid gostitelju. Zasledili so
predvsem povi$ano Stevilo genov za metabolizem glika-
nov, aminokislin in ksenobiotikov.
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6 VLOGA PREBAVNE MIKROBIOTE PRI
RAZVOJU DEBELOSTI

6.1 VLOGA PREBAVNE MIKROBIOTE PRI URAV-
NAVANJU SKLADISCENJA MASCOB

Da imajo mikroorganizmi pomembno vlogo pri ra-
zvoju debelosti, so med prvimi pokazali Backhed in sod.
(2004, 2005). V nizu poskusov so ugotovili, da prebavni
mikrobi na ve¢ na¢inov povecujejo energetski izkoristek
iz hrane. V zacetnih poskusih so primerjali telesno maso
in delez mascob v telesu obicajnih in sterilnih gnotobiot-
skih misi, ki so zauzile enako koli¢ino hrane. Pri obic¢aj-
nih migih so izmerili do 40 % ve¢ masc¢ob v telesu kot pri
njihovih vrstnicah, ki so rasle brez mikrobov v prebav-
nem traktu. V naslednjem koraku so v sterilne gnotobi-
otske misi prenesli prebavno mikrobioto obic¢ajnih misi.
Po okuzbi so gnobiotske misi pridobile do 60 % vec¢ tele-
sne mascobe brez povecanja vnosa hrane ali zmanj$anja
telesne aktivnosti. Poskus so nato ponovili z gensko spre-
menjenimi mi$mi z okvaro v genu za leptin (linija ob/
ob). S prebavno mikrobioto debelih 0b/0b misi so okuzili
obicajne sterilne misi ter ponovno zaznali znadilno vecje
povecanje telesne mase v primerjavi z misSmi, ki so bile
okuzene s prebavno mikrobioto obi¢ajnih migk. Postavili
so hipotezo, da mikrobiota debelim mi$im omogoca ve-
¢ji izkoristek energije iz sicer slabo razgradljivih polisa-
haridov (Bdckhed in sod., 2005).

Mehanizem v ozadju je kasneje osvetlila ista skupina
raziskovalcev. Ugotovili so, da so sterilne misi zadcitene
pred razvojem debelosti, do katere pride zaradi nacina
prehranjevanja, vsaj z dvema med sabo lo¢enima meha-
nizmoma.

- Prebavna mikrobiota lajsa absorpcijo monosaha-
ridov, glukoze in mascobnih kislin, in povecuje
lipogenezo v jetrih preko odziva dveh signalnih
proteinov, ChREBP in SREBP-1c. Povi$ane ravni
inzulina zaradi aktivacije transkripcijskih fak-
torjev, kot sta ChREBP in SREBP-1c, zvisujejo
nastanek 3-gliceridov v jetrih, le-ti se spros¢ajo
v krvni obtok in se nato kopicijo v adipocitnih
celicah mas¢obnih tkiv v procesu lipogeneze.

- Prebavna mikrobiota inhibira sintezo proteina
Fiaf (fasting-induced adipocyte factor), ki je
znacilen za prebavila in v nizu reakcij povecuje
oksidacijo shranjenih mascob.

Zadnje so sledili na gensko spremenjenih miskah z
mutacijo v genu za Fiaf. Sam Fiaf deluje tako, da zavira
aktivnost lipoproteinskih lipaz (LPL) in s tem povecuje
spro$¢anje mascobnih kislin iz adipocit. Zaviranje izra-
zanja faktorja Fiaf vodi v povisanje aktivnosti LPL ter
posledi¢no v shranjevanje masc¢obnih kislin v mas¢obna
tkiva. Pokazali so tudi, da Fiaf poveca oksidacijo mas¢ob-
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nih kislin v mitohondriju s poveevanjem izrazanje ge-
nov, ki kodirajo regulatorje oksidacije mascobnih kislin
(PGC-1a).

Na vpliv prebavne mikrobiote pri skladi$cenju ener-
gije dodatno kazejo izmerjene aktivnosti encima AMPK,
proteinske kinaze, ki sodeluje v uravnavanju energetske
homeostaze v celicah. Do aktivacije AMPK pride ob ce-
licnem stresu. V kaskadi reakcij se AMPK fosforilira in
kot taka deluje na encime in na izrazanje genov, ki so ude-
lezeni v procesih, v katerih nastaja ATP, kot so glikoliza,
oksidacija mas¢obnih kislin, vnos glukoze itd. Povisane
koncentracije fosforiliranega encima so bile znacilne za
sterilne gnotobiotske misi, medtem ko je prisotnost pre-
bavne mikrobiote koli¢ino fosforilirane AMPK zmanjsa-
la (Backhed in sod., 2007). Razlogi za povisane koncen-
tracije fosforilirane kinaze v obi¢ajnih miskah niso jasni,
rezultati omenjene $tudije pa so pokazali, da prebavna
mikrobiota vpliva na porabo energije preko fermentacije
in absorpcije, kot tudi preko vpliva na ekspresijo gostite-
ljevih genov in aktivnost gostiteljevih encimov.

Turnbaugh in sod. (2006) so predlagano hipotezo
Backheda in sod (2004, 2005) preverili s primerjalno me-
tagenomiko. Pregledali so prisotnost genov v mikrobio-
mu debelih (0b/0b) in suhih (+/+) misi in iskali povezavo
med gostiteljevim fenotipom (debelostjo/suhostjo) in
izrazenimi metabolnimi potmi prebavne mikrobiote. V
fecesu debelih misi so odkrili povisane deleze genov bak-
terij iz debla Firmicutes, kar se sklada z rezultati raziskav
strukture zdruzbe prebavne mikrobiote v misih (Ley in
sod., 2005) in drugih zivalih. V prebavilih debelih misi so
izmerili ve¢je koncentracije kon¢nih produktov fermen-
tacije, kot sta maslena in ocetna kislina, in manj kalorij v
izlo¢enem fecesu, primerjalna metagenomska analiza pa
je dodatno pokazala povisane deleze genov, ki kodirajo
encime za razgradnjo kompleksnih polisaharidov. Glede
na delez genov so sklepali, da je mikrobiom debelih misk
bolj sposoben razgraditi kompleksnejse polisaharide do
kratkoveriznih masc¢obnih kislin in tako pridobiti ve¢
energije.

Vsi ti rezultati kazejo, da prebavni mikrobiom s
svojim setom genov predstavlja dejavnik, ki skupaj z ge-
notipom ter nacinom Zzivljenja gostitelja igra vlogo pri
razvoju debelosti. Odprla so se nova vprasanja, na katera
stroka vztrajno i$c¢e odgovor.-

6.2 VLOGA PREBAVNE MIKROBIOTE PRI RA-
ZVOJU Z DEBELOSTJO POVEZANIH BOLE-
ZNI

Za debelost so med drugim znacilne povisane vre-
dnosti vnetnih faktorjev v krvi, kar so pokazali na pod-
ganah, misih in tudi pri ljudeh (Cani in sod., 2009). Do



PREBAVNA MIKROBIOTA KOT DEJAVNIK PRI RAZVOJU DEBELOSTI

prekomerne produkcije vnetnih citokinov prihaja pred-
vsem v adipocitah in to vodi v kroni¢no sistemsko vne-
tje. Hkrati je pri debelih osebkih prisotna vecja vsebnost
lipidov v krvi, kar skupaj z vnetjem dodatno zmanjsuje
imunost, iz Cesar se razvije inzulinska rezistenca (Wellen
in sod., 2005).

Cani in sod. (2007a, 2008) je zanimal vpliv prebavne
mikrobiote na debelost in razvoj inzulinske rezistence. V
poskusih z mi$mi, ki so jih hranili s krmo z visokim de-
lezem mascob, so pokazali, da taksna krma povecuje t.i.
endotoksimijo (koli¢ino LPS v krvi) in vpliva na sestavo
mikrobne zdruzbe. Odkrili so zmanjsanje $tevila celic iz
nekaterih po Gramu negativnih in po Gramu pozitiv-
nih bakterijskih skupin, v celoti pa se je razmerje med
po Gramu negativnimi in pozitivnimi povecalo v korist
slednjih. Odgovor na povisane koli¢ine plazemskega en-
dotoksina so bile povisane koncentracije glukoze, nato
inzulina, kar je na koncu imelo za posledico kopicenje
mascob in razvoj metabolnih bolezni. V nadaljevanju so
pokazali, da krma z visokim delezem mas¢ob zmanjsa
Stevilo predstavnikov iz rodu Bifidobacterium, ter iz sku-
pin Eubacterium rectale — Clostridium coccoides, kar naj
bi povzrocilo tudi ve¢jo prepustnost prebavnega epitela,
posledica cesar je ve¢ LPS v krvi. Ugotovili so tudi, da
kroni¢na endotoksimija povecuje pojavnost debelosti

(Slika 1), inzulinske rezistence in diabetesa. V mehani-
zem v ozadju naj bi bili vpleteni vnetni citokini, saj povi-
$ane vrednosti LPS v krvi povecujejo njihovo ekspresijo
preko receptorja za LPS CD14. Povi§ane ravni vnetnih
faktorjev fosforilirajo inzulinske receptorje, jih s tem
inaktivirajo, posledica pa je razvoj inzulinske rezisten-
ce. Ti rezultati kazejo, da lahko do sprememb v sestavi
mikrobne zdruzbe pride ob spremembi deleza mascob v
krmi ter da te spremembe vplivajo na pojavnost metabol-
nih bolezni (Cani in sod., 2008).

Opisane raziskave strukture in funkcije prebavne
mikrobiote podpirajo idejo, da bi lahko s spremembo mi-
krobne zdruzbe v prebavilih vplivali na shranjevanje ma-
$§¢ob v telesu in posledi¢no na izboljsanje ITM in zdrav-
ja. Uspes$no zdravljenje prekomerne debelosti ne more
potekati brez sprememb v nadinu prehranjevanja ter
zadostne telesne aktivnosti, kljub temu pa bi lahko mo-
difikacije prebavne mikrobiote proces zdravljenja lajsale.
Kazejo se moznosti uporabe antibiotikov, prebiotikov in
probiotikov pri ciljanem spreminjanju sestave prebavne
mikrobiote. Uspe$nost taksnih zdravljenj je bila zaenkrat
pokazana pri podganah (Brugman in sod., 2006), misih
(Cani in sod., 2007b) in tudi ljudeh. Pri podganah je upo-
raba antibiotikov zmanjsala pojavnost diabetesa, z anti-
bioti¢ni zdravljenji ljudi pa so z zmanj$anjem po Gramu
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Slika 1: Shematski prikaz doslej odkritih mehanizmov, preko katerih prebavna mikrobiota vpliva na razvoj debelosti. AMPK,
adenozin-monofosfat proteinska kinaza; ChREBP, transkripcijski regulator glukoznega in lipidnega metabolizma; Fiaf, adipocitni
hormon; LPS, lipopolisaharid; PGC-1a, transkripcijski kofaktor; SREBP-1, transkripcijski faktor.

Figure 1: Schematic view of so far identified mechanisms through which digestive microbiota affects the development of obesity.
AMPK, adenosin-monophosphate protein kinase; ChREBE, carbohydrate-responsive element-binding protein; Fiaf, fasting-induced
adipocyte factor; LPS, lipopolisaccharide; PGC-1a, peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1o; SREBP-1, sterol

response element-binding protein type 1.
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negativnih bakterij v prebavilu uspeli znizati ravni LPS in
nenormalnega zadrzevanja lipidov v jetrnih celicah (Di-
Baise, 2008).

Razumevanje interakcij prebavne mikrobiote in go-
stitelja pri razvoju debelosti se je Sele zac¢elo. Odnosa med
prebavno mikrobioto in spremembo v telesni masi gosti-
telja $e ne razumemo, saj Se ni pojasnjena vloga razli¢nih
delezev firmikutov in bakteroidet pri debelih oziroma
suhih zivalih in ljudeh. Predvsem se kaze potreba po ne-
dvoumnih dokazih, da so spremembe prebavne mikrobi-
ote pri debelih/suhih osebkih posledica oziroma vzrok za
debelost/suhost. Nejasni so tudi mehanizmi, po katerih
pride do sprememb v prebavni mikrobioti in celoten na-
bor dejavnikov, ki na to vplivajo. Prebavno mikrobioto
ljudi je trenutno mogoce slediti v fecesu, pregled mikrob-
ne zdruzbe iz razli¢nih delov prebavil poskusnih Zzivali
pa kaze, da se njena sestava razlikuje glede na lokacijo
v ¢revesu (Camp in sod., 2009). Potrebne bodo dodatne
Studije strukture mikrobne zdruzbe v celotnem prebavilu
ljudi, preden bomo lahko z ve¢jo zanesljivostjo povezali
strukturo prebavne mikrobiote z debelostjo. Prav tako bo
potrebno ovrednotiti dejanski vpliv prebavne mikrobiote
pri pridobivanju energije iz hrane in se prepricati, da te
spremembe obc¢utno vplivajo na telesno maso in razvoj
metabolnih bolezni.

7 POVZETEK

Prekomerno povecanje telesne mase in kopicenje
masc¢obnih tkiv ve¢inoma dojemamo kot posledico pre-
obilnega hranjenja in nezadostne telesne aktivnosti, kar
vodi v razvoj debelosti ter z njo povezanih bolezni, kot so
bolezni srca in ozilja, diabetes in rakava obolenja. Zaradi
povecane incidence debelosti, ki jo je svetovna znanstve-
na organizacija prepoznala kot epidemijo, v zadnjem de-
setletju intenzivneje preucujejo genetske in okoljske de-
javnike, ki vplivajo na regulacijo energije. Med dejavnike,
ki so vpleteni v razvoj debelosti, se je uvrstila tudi pre-
bavna mikrobiota. Prebavni mikroorganizmi so udeleze-
ni tako pri vnosu, kot tudi porabi in shranjevanju ener-
gije, kaze pa se tudi povezava med strukturo mikrobne
zdruzbe in gostiteljevim fenotipom. V prebavnem traktu
sesalcev vecina bakterij pripada debloma Firmicutes in
Bacteroidetes. Pri debelih osebkih se kaze znacilno po-
vecano $tevilo firmikutov v primerjavi s suhimi, poveca-
nje njihovega relativnega Stevila pa je znacilno tudi ob
uzivanju visoko kalori¢ne hrane. Vloga razli¢nih delezev
firmikutov in bakteroidet pri debelih oziroma suhih Ziva-
lih in ljudeh $e ni pojasnjena, kaze pa se, da ima prebavna
mikrobiota vlogo pri pridobivanju energije iz hrane. Pri-
merjave gnobiotskih sterilnih in obi¢ajnih misi so poka-
zale, da prebavna mikrobiota povecuje izplen energije iz
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hrane, prebavna mikrobiota debelih zivali pa je pri tem
$e uspesnejsa. Studije primerjalne metagenomike so v
nadaljevanju pri debelih osebkih odkrile povisane dele-
ze genov, ki kodirajo encime za razgradnjo kompleksnih
polisaharidov, in predlagale, da je mikrobiom debelih
gostiteljev sposoben pridobiti ve¢ energije iz enake koli-
¢ine hrane. Sprememba v zdruzbi prebavne mikrobiote,
do katere pride ob spremembi deleza mascob v hrani, naj
bi vplivala tudi na pojavnost metabolnih bolezni, in si-
cer preko vnetnega odziva na povec¢an vnos bakterijskega
LPS. Dosedanje ugotovitve obetajo povsem nov pogled
na funkcijo prebavil in razdiritev definicije zdravja na in-
terakcije med gostiteljem in njegovo prebavno mikrobi-
oto. Kljub temu pa so potrebne dodatne studije, ki bodo
dokon¢no pojasnile mehanizme teh interakcij, vzroke,
zaradi katerih pride do sprememb v prebavni mikrobioti,
ter povezave teh sprememb z debelostjo.

8 CONCLUSION

Excessive weight gain and accumulation of body fat
is largely perceived as a result of excessive consummation
and insufficient physical activity, leading to the develop-
ment of obesity and with obesity related disorders such
as cardiovascular disease, diabetes and cancer. Increas-
ing incidence of obesity was recognized as an obesity
epidemic. Therefore, over the last decade environmen-
tal and genetic factors that affect energy regulation have
been intensively studied. Among factors involved in the
development of obesity, the gut microbiota has been also
recognized as important. Gastrointestinal microorgan-
isms are involved both in harvest as well as consump-
tion of energy, and a link between microbial community
structure and host genotype has also been shown. Most
of the bacteria in the gut of mammals belong to two phy-
la, the Bacteroidetes and the Firmicutes. In obese animals
and humans, a significant increase in the number of the
Firmicutes was discovered and their relative increase was
also characteristic for caloric food intake. The mecha-
nism responsible for changes in numbers of Firmicutes
and Bacteroidetes has not yet been elucidated, but it has
been suggested that gut microbiota plays a role in ob-
taining energy from food. Studies on germ-free animal
models have shown that the gut microbiota increases
recovery of energy from food and that the gut micro-
biota from obese animals can harvest energy even more
efficient. Comparative metagenomic studies revealed an
increased proportion of genes coding for enzymes that
are involved in degradation of complex polysaccharides
and it has been suggested that obese microbiome is able
to obtain more energy from the same amount of food.
Changes in the gut microbial community that occur with
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the change of the proportion of fats in the diet are sup-
posed to also affect the incidence of metabolic disorders
via an increased inflammatory response to bacterial LPS.
Up to date, these findings promise a completely new
perspective on the function of the gastrointestinal tract
and expand our definition of health on interactions be-
tween the host and the gut microbial symbionts. How-
ever, further studies are needed to unequivocally clarify
the mechanisms of these interactions, to identify reasons
for changes in the structure of gut microbiota and to link
these changes to obesity.
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