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1. UvOD

Imunosni sustav je tjelesni sustav sacinjen od organa i tkiva kojima je svrha zastita
organizma od napada stranih mikroorganizama, njihovih metabolita te vlastitih izmijenjenih
stanica. Komponente prehrane mogu djelovati modulacijski na imunosni sustav pojacavajuéi
imunosni odgovor. Kratkolan¢ane masne kiseline (SCFA; prema engl. short-chain fatty acia)
su proizvodi bakterijske fermentacije vlakana u crijevima. lzvor su energije intestinalnim
epitelnim stanicama te moduliraju razlicite procese u gastrointestinalnom traktu i tkivima kao
$to su adipozno tkivo i tkiva imunosnog sustava. Kratkolan¢ane masne kiseline su poveznica
izmedu crijevne mikrobiote i imunosnog sustava. SCFA moduliraju imunosni sustav na dva
nacina, putem s G proteinom spregnutih receptora FFAR2, FFAR3, GPR109a i OIfr78 te putem
inhibicije histonskih deacetilaza. SCFA utjeCu na kemotaksiju, fagocitozu, diferencijaciju
stanica, djeluju antimikrobno i protuupalno te utje¢u na integritet crijevnog epitela. SCFA imaju
bitnu ulogu u odrZzavanju crijevne homeostaze te su promjene u tom sustavu povezane s
razvojem upalnih bolesti crijeva, pretilosti i drugih patoloSkih stanja. U ovom radu objaSnjeni
su mehanizmi proizvodnje SCFA u gastrointestinalnom traktu, mehanizmi djelovanja na stanice
imunosnog sustava i uloga SCFA u bolesti kao Sto su upalne bolesti crijeva i rak debelog crijeva.

Navedeni su i potencijalni nacini primjene SCFA kao terapeutika.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KRATKOLANCANE MASNE KISELINE

Kratkolan¢ane masne kiseline (SCFA; prema engl. short-chain fatty acid) su produkti
anaerobne bakterijske fermentacije u crijevima. To su karboksilne kiseline koje u svojoj
strukturi sadrzZe alifatski rep s manje od 6 ugljikovih atoma. Najzastupljenije i najistraZivanije
su octena (acetatna), propionska i maslatna (butanska) kiselina (Slika 1). U najvecoj
koncentraciji se nalaze u debelom crijevu, gdje su prisutne u obliku aniona i gdje ih kolonociti

koriste kao izvor energije ili se apsorbiraju iz crijevnog lumena u krvotok.

Ho HH o HHH o

HCC HCCC HCCCC

H O-H HH OH HHH OH

Acetatna kiselina Propionska kiselina Butanska kiselina
Slika 1. Prikaz octene, propionske i maslacne kiseline (Adom i Nie, 2013)

2.1.1. KRATKOLANCANE MASNE KISELINE I NJIHOVO PODRIJETLO U
ORGANIZMU

Kratkolancane kiseline se mogu unijeti u organizam hranom ili proizvesti u lumenu
crijeva fermentacijom neprobavljivih ugljikohidrata komenzalnim bakterijama u svrhu
dobivanja energije. Hrana koja sadrzi SCFA je pretezito hrana Ciji proces proizvodnje ukljucuje
fermentaciju poput sireva, jogurta, ukiseljenog povréa i soja umaka. Proizvodnja u crijevima
Cini glavni udio u ukupnoj koli¢ini SCFA, $to ilustrira Cinjenica da su crijevima sterilnih miseva
primijecene vrlo niske koncentracije SCFA u usporedbi sa crijevima miSeva u kojima su
naseljeni komenzalni organizmi (Hgverstad i Midvedt, 1986). Neprobavljivi ugljikohidrati,
odnosno ugljikohidrati koji dospiju u debelo crijevo bez da se hidroliziraju i apsorbiraju u
tankom crijevu nazivaju se vlakna. Vlakna su $irok termin koji ukljucuje raznolike neprobavljive
polimere, najcéesée ugljikohidrate s razlicitim fizioloskim i funkcionalnim svojstvima. Neka od
tih svojstava su topljivost u vodi i prebioticka svojstva. Nisu sva vlakna u jednakoj mijeri
podloZna bakterijskoj fermentaciji u crijevima. Vlakna koja fermentiraju u manjoj mjeri mogu
imati ulogu u povecanju fekalne mase i u peristalici crijeva. Fermentaciji podlijeze na probavu

rezistentni Skrob, pektin, oligosaharidi i guar guma. Rezistentni Skrob je tip Skroba koji zbog



veéeg udjela amiloze otporan na razgradnju enzimima covjeka u tankom crijevu te
neprobavljen podlijeze fermentaciji u debelom crijevu. Najznacajniji izvor SCFA je fermentacija
rezistentnog Skroba, iako su neapsorbirani ugljikohidrati polidekstroza, rafinoza i modificirana
celuloza takoder supstrati za fermentaciju u kolonu. Netopljiva vlakna poput lignina su
otpornija na fermentaciju, ali na sebe vezu vodu i povecavaju volumen stolice te poticu crijevnu
peristaltiku. Topljiva vlakna poput pektina i guar gume potpuno fermentiraju u crijevima i
nemaju znacajnog utjecaja na volumen stolice. Vecina istrazivanja koja mjere koncentraciju

SCFA nakon nutritivne intervencije mjere koncentraciju u uzorcima fecesa.
2.1.2. PROIZVODNJA KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA

Crijevna mikrobiota je najbrojnija zajednica mikroorganizama prisutna u ljudskom
tijelu. Dva najzastupljenija odjeljka su Bacteroidetes i Firmicutes, zatim slijede Actinobacteria,
Proteobacteria i Verrucomicrobia. U crijevima prevladavaju anaerobni uvjeti. Ugljikohidrati su
fermentirani preteZito u proksimalnom kolonu gdje se razlaZzu na monosaharide putem
Embden-Meyerhofovog metabolickog puta do fosfoenolpiruvata. Fosfoenolpiruvat se moze
prevesti do kratkolanCanih masnih kiselina putem nekoliko razli¢itih reakcija (Slika 2, Tablica
1). Proizvodnja acetata je Siroko zastupljena kod bakterijskih rodova prisutnih u crijevima, dok
je proizvodnja butirata i propionata specificnija. Propionat se proizvodi putem sukcinatnog,
akrilatnog ili propandiolnog metabolickog puta. IstraZivanja su pokazala da je sukcinatni
metabolicki put naj¢eséi nacin proizvodnje. Butirat nastaje kondenzacijom dvije molekule
acetil-CoA koju katalizira butirat kinaza ili acetat-CoA transferaza. Butirat najviSe proizvode
Gram-pozitivne bakterije odjeljka Firmicutes. lako vecina bakterijskin vrsta podjednako
sintetizira propionat i butirat, neke vrste poput bakterija iz porodice Lachnospiraceae pokazuju
preferenciju ovisno o prisutnom supstratu (Reichardt i sur., 2014). Osim spomenutih nacina,
postoji jo§ mnogo sporednih mehanizama kojima bakterije mogu proizvesti kratkolancane
masne kiseline, buduc¢i da neke bakterije preferiraju metabolicke meduprodukte kao izvore
energije poput sukcinata, etanola, formata i laktata koji se onda putem mnogobrojnih
metabolickih puteva mogu prevesti do krajnjih produkata koji ukljuCuju i SCFA. Neki pripadnici
domene Archaea mogu ugljikov dioksid prevesti do metana ili do acetata. Nakon nastanka,
kratkolanCane masne kiseline se gotovo u potpunosti apsorbiraju u kolonocitima u krv te putem
jetrene portalne vene u jetru. Samo 5 — 10 % SCFA se izlui van putem fecesa. Zbog toga
koncentracije SCFA u fecesu mogu sluZiti kao parametar za odredivanje /n vivo proizvodnje u

crijevima (Boets i sur., 2015).
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Slika 2. Mehanizmi proizvodnje SCFA (Deleu i sur., 2021).

Tablica 1. SaZetak glavnih bakterijskin proizvoda¢a SCFA i njihovih fizioloskih ucinaka u

normalnim stanica (Fernandez i sur., 2016)

SCFA Bakterija proizvodac Fizioloski ucinci

acetat Bifidobacterium adolescentis Izvor energije za stanice crijeva
Lactobacillus spp. Biosinteza kolesterola
Bacteroides thetaiotaomicron

propionat Roseburia insulinovorans Izvor energije za stanice crijeva
Veillonella spp. Glukoneogeneza
Ruminococcus obeum Inhibicija biosinteze kolesterola
Bacteroides spp. Inhibicija histonskih deacetilaza (HDAC)
Dialister spp.
Phascolarctobacterium spp.

butirat Roseburia spp. Izvor energije za stanice crijeva



Eubacterium rectale Protuupalno djelovanje

Eubacterium hallii Indukcija imunosupresivnih citokina
Faecalibacterium prausnitzii Indukcija  imunosupresivnog  glukagonu
Anaerostipes caccae slicnog peptida 2 (GLP-2)

Coprococcus eutactus Inhibicija histonskih deacetilaza (HDAC) u

tumorskim stanicama

Poticanje apoptoze u tumorskim stanicama
Prekomjerna  ekspresija enzima  za
detoksikaciju

Odrzavanje funkcije mukozne barijere

2.1.3. FAKTORI KOJI UTJECU NA PROIZVODNJU KRATKOLANCANIH
MASNIH KISELINA

Neprobavljivi ugljikohidrati koji su sirovina za proizvodnju SCFA sniZzavaju pH vrijednost
u kolonu $to ima utjecaja na prisutne mikroorganizme i posljedicno na proizvodnju SCFA.
Vedina SCFA se apsorbira u proksimalnom kolonu putem aktivnog transporta kojim u kolon
dolazi bikarbonat koji neutralizira nastale kiseline. /n vitro istrazivanja pokazuju da bakterije iz
odjeljka Bacteroidetes stagniraju u rastu pri uvjetima nizeg pH (Walker i sur., 2005). Za razliku
od bakterija iz odjeljka Bacteroidetes, bakterije iz odjeljka Firmicutes, koje su medu najvecim
proizvodacima SCFA u crijevima, pokazuju vecu toleranciju na nizi pH lumena (Stumpff 2018).
Nizi pH ima ulogu u zastiti organizma od pretjeranog rasta patogena koji su osjetljivi na
promjene u pH vrijednosti. Osim pH, Zeljezo je neophodno za funkcioniranje mikroorganizama
i proizvodnju SCFA. MiSevi s manjkom Zeljeza u hrani imali su znacajno manje koncentracije
butirata i propionata u stolici od Stakora hranjenih s normalnom koncentracijom Zeljeza (Dostal
i sur., 2012). Nedostatak Zeljeza uzrokuje smanjenje proizvodnje butirata i ekspresije gena za
butiril-CoA:acetat-CoA transferazu, enzima koji katalizira zavrSni korak u sintezi butirata
(Dostal i sur., 2015) Sto je pokazano na /i vitro modelu kontinuirane fermentacije u ljudskom
debelom crijevu PolyFermS. Plinovi prisutni u probavnom traktu takoder utjeu na proizvodnju
SCFA. Koncentracija kisika pretezno ovisi o vrstama mikroorganizama pa je razli¢ita na
razliCitim dijelovima probavnog trakta. Mikroorganizmi koji koriste vodik za metabolicke
procese mijenjaju parcijalni tlak vodika. Time se utjeCe na ravnoteZzu anaerobne fermentacije

te shodno tome i na proizvodnju SCFA.



2.1.4. TRANSPORT KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA

SCFA se apsorbiraju u lumen crijeva putem aktivnog i pasivnog transporta (Nakatani i
sur., 2018). Nacin apsorpcije ovisi o pH lumena crijeva. Pri fizioloSkom pH kratkolancane masne
kiseline su preteZito u ioniziranom obliku. U protoniranom obliku u procesu olak3ane difuzije
prolaze kroz akvaporine u kolonocite. U ioniziranom obliku se apsorbiraju ionskim
kotransportom. Monokarboksilatni trasporter 1 spregnut s natrijem (SMCT 1; od engl. sodium-
coupled monocarboxylate transporter 1) je vrsta transportera ovisna o ionima natrija koji
prenosi ionizirane masne kiseline u debelom crijevu (Slika 3). Promjene u koli¢ini proizvedenih
kratkolan¢anih masnih kiselina utjeCu na apsorpciju tekucine i elektrolita u lumenu crijeva.
Monokarboksilatni transporter 1 (MCT; od engl. monocarboxylate transporter 1) je jo$ jedna
vrsta anionskih transportera pronadenih u apikalnoj membrani kolonocita. Kolonocitima su
kratkolanCane masne kiseline glavni izvor energije, 60 — 70 % ukupne energije dolazi iz njihove
oksidacije (Clausen i Mortensen, 1995). Ukoliko se SCFA apsorbira u kolonu, portalnom venom
e se transportirati u jetru. U jetri se SCFA koriste kao prekursori za druge molekule poput
glukoze (propionat je prekursor za glukoneogenezu), ketone i masne kiseline. SCFA koje nisu
iskoristene u metabolickim reakcijama u jetri prenose se do skeletnih misi¢a, srca i mozga gdje

se koriste kao izvor energije.

Serozna membrana

cT1/4

> CD147 SCFA :
ATP
Butirat

ADP+Pi

Epitel kolona

Slika 3. Prikaz transportera SCFA u epitelu kolona. MCT — monokarboksilatni transporter;
CD147 - Basigin receptor; SMCT — monokarboksilatni trasporter 1 spregnut s natrijem;
ATP adenozin trifosfat; ADP + Pi — adenozin difosfat , pirofosfat; ABCG2 — protein G2
iz porodice ABC transportera (engl. ATP-Binding Cassette Subfamily G Member 2)

(Sivaprakasam i sur., 2017).



2.2. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Mikrobiota je ekoloSka zajednica komenzalnih, simbiotskin i patogenih
mikroorganizama (Lederberg i McCray, 2001), dok je mikrobiom predstavljen cjelokupnim
genomom mikroorganizama u istoj ekolo3koj nisi (Berg i sur., 2020). Ljudski probavni trakt
naseljava oko 100 trilijuna mikroorganizama (Bull i sur., 2014). Ljudski genom se sastoji od 23
000 gena, dok mikrobiom ima vise od tri milijuna gena koji kodiraju za tisuce razliCitih
metabolita. Sastav crijevne mikrobiote nije konstantan nego je podloZzan promjenama iz okoliSa
i na njega utjeCu razni faktori kao $to su starost, prehrana, stres i komorbiditeti. Crijevna
mikrobiota utjeCe na imunosni sustav, metabolizam i neuroendokrini odgovor domadcina.
Sastoji se od bakterija, virusa, gljivica i protozoa (Slika 4). Najbrojnije su bakterije, posebice
iz odjeljaka Firmicutes, Bacteriodetes, Actinobacteria, i Proteobacteria (Belizario i Napolitano,
2015). Odnos izmedu domacina i mikrobiote je simbiotski, gdje je probavni trakt izvor hranjivih
tvari za rast i razvoj mikroorganizama dok oni $tite domadina od rasta patogenih bakterija,
sudjeluju u metabolizmu domacina i fermentaciji pojedinih ugljikohidrata. Produkti te
fermentacije su i kratkolan¢ane masne kiseline (SCFA) koji su gorivo za kolonocite, moduliraju

imunosni odgovor i poboljSavaju strukturalni integritet epitelne barijere.

Zeludac i dvanaesnik
101 - 102 CFU/mL

Lactobacillus spp.
Streptococcus spp.
kvasci

Jejunum i ileum

Debelo crijevo (tanko crijevo)

1010 — 102 CFU/mL

10% - 108 CFU/mL

bakterije iz odjeljka Lactobaciflus spp.
Bacteroides Koliformne bakterije
Bifidobacterium spp. Streptococcus spp.
Streptococcus spp. bakterije iz odjeljka
Eubacterium spp. Bacteroides
bakterije iz odjeljka Bifidobacterium spp.
Fusobacteria bakterije iz odjeljka
Clostridium spp. Fusobacteria
Veillonella spp.
Koliformne bakterije
Lactobaciflus spp.
Proteus spp.
Staphylococcus spp.
Pseudomonas spp.
kvasci
Protozoa

Slika 4. Sastav crijevne mikrobiote. CFU — engl. colony-forming units (Cresci i Bawden, 2015)



2.2.1. CRIJEVNA DISBIOZA

Neravnoteza izmedu kolonija koje ¢ine mikrobiom naziva se disbioza. To stanje izaziva
imunosnu reakciju koja utjeCe na metabolizam domadina i moze imati ulogu u razvoju upalnih
bolesti. Bududi da raznovrsni mikroorganizmi stupaju u medusobne interakcije, postoje razliciti
tipovi dishioza. Jedan od uzro¢nika disbioze su simbiotske bakterije koje u normalnim uvjetima
nemaju patogeni ucinak, ali u promijenjenim okoli$nim uvjetima mogu izazvati upalnu reakciju
i u uvjetima upale dolazi do njihovog ubrzanog rasta. Clostridium difficile, Bacteroides fragilis
i Fusobacterium nucleatum su primjeri bakterija koji pod odgovaraju¢im uvjetima mogu biti
patogene i uzrokovati crijevnu disbiozu (Ratajczak i sur., 2019). Drugi doprinositelj disbiozi je
gubitak raznolikosti komenzalnih bakterija. Raznolikost mikrobiote oblikuje se od rodenja, a do
promjena moze doéi zbog pojave bolesti, poremecaja metabolizma i natina prehrane. Jo$
uvijek nije znanstveno potvrdeno da li je crijevna disbioza rezultat ili uzrok imunosnih i
metabolickih poremecaja. Narusavanje sastava i funkcije crijevne mikroflore se veze uz mnoge
upalne bolesti poput Chronove bolesti, ulceroznog kolitisa, ateroskleroze, astme i artritisa.
Metaboliti crijevnih bakterija takoder utjeCu na imunosni sustav i crijevnu mikrofloru domadina.
U procesu fermentacija egzogenih tvari, kao Sto su neprobavljivi ugljikohidrati iz hrane,
stvaraju se kratkolan¢ane masne kiseline. One moduliraju imunosni odgovor i utjeCu na
integritet mukozne membrane. Crijevna mukozna membrana je sacinjena od sloja sluznice,
epitela i lamine proprije, stanica urodene i ste¢ene imunosti koje sudjeluju u homeostatskom
odgovoru na prisutne mikroorganizme bez uzrokovanja upale. Ukoliko je barijera ostecena,

stanice urodene i steCene imunosti poticu popravak tkiva i uklanjanje mikroorganizama.

2.3. MODULACIJA IMUNOSNOG SUSTAVA PUTEM
KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA

2.3.1. IMUNOSNI SUSTAV I NJEGOVA ORGANIZACIJA

Imunost je sposobnost organizma da se odupire potencijalnom Stetnom djelovanju
stranih tvari (antigena). Kako ti antigeni nisu lokalizirana prijetnja, imunosni sustav je
rasporeden po cijelom organizmu. Funkcija imunosnog sustava je zastita organizma od
infekcija i bolesti opéenito. Imunost se dijeli na urodenu (nespecifi¢nu) i stecenu (specifiénu).
Nespecifi¢na imunost je aktivna bez prethodnog kontakta s patogenom i nije usmjerena prema
specificnom antigenu za razliku od specificne imunosti koja ima sposobnost prepoznavanja i
reakcije na specificni antigen. Tkiva i organi imunosnog sustava dijele se na primarne i

periferne. KoStana srZ i timus pripadaju primarnim organima. U njima dozrijevaju limfociti koji



zatim putem cirkulacije dolaze do perifernih tkiva i organa. Periferni organi su slezena, limfni
¢vorovi, krajnici (tonzile) te limfno tkivo pridruzeno sluznicama spolno-mokraénog, probavnog
i diSnog sustava. Stanice imunosnog sustava se dijele na stanice urodene imunosti kao $to su
prirodnoubilacke stanice (engl. natural killer cells, NK), fagociti (makrofagi, eozinofili,
neutrofili). Stanice specificne imunosti su primarno limfociti T i B specificni za odredene

antigene.

2.3.2. MEHANIZMI IMUNOMODULACIJE KRATKOLANCANIM MASNIM
KISELINAMA

Ustanovljena su dva mehanizma putem kojih SCFA utjeCu na funkciju stanica,
aktivacijom G proteinskih receptora i inhibicijom enzima histonskih deacetilaza (HDAC; od engl.

histone deacetylases).
2.3.2.1. INHIBICIJA HDAC AKTIVNOSTI/

Eukariotski genom je kondenziran u jezgri stanice pomocu bjelancevina histona.
Modifikacije histona, kao $to su acetilacija lizina i fosforilacija serina, utjeCu na ekspresiju
odredenih gena. Kratkolancane masne kiseline inhibiraju HDAC enzime koji se nalaze u jezgri
i ¢ija je uloga kontrola stupnja acetilacije histona. Lizinski aminokiselinski ostaci repne domene
histona su pri fizioloskim uvjetima pozitivno nabijeni Sto omogucava stvaranje ionske veze s
negativno nabijenim fosfatnim skupinama u okosnici DNA. Ionske veze izmedu histona i DNA
¢ine kromatin kondenziranim i transkripcijski neaktivnim. Reakcija acetilacije katalizirana
enzimima histonskim acetil-transferazama (HAT; od engl. Aistone acetyltransferases)
neutralizira pozitivan naboj lizina, dolazi do pucanja ionskih veza, struktura kromatina postaje
dekondenzirana i podlozna transkripciji. Stupanj kondenzacije kromatina utjece na dostupnost
DNA transkripcijskim enzimima Sto se ocituje u genskoj ekspresiji. HDAC enzimi kataliziraju
reakciju suprotnu HAT enzimima, hidrolizu acetilne skupine bocnog ogranka L-lizina. Inhibitori
HDAC, u ovom slucaju kratkolan¢ane masne kiseline, blokiraju deacetilaciju histona sto dovodi
do zaustavljanja stani¢nog ciklusa i proliferacije, te do apoptoze (Slika 5). SCFA uzrokuju
zaustavljanje stani¢nog ciklusa putem povecane ekspresije gena CDKNIA, koji kodira za
protein p21 (Poje i Raji¢, 2020). Protein p21 sprjecava stvaranje dimera iz ciklina i ciklin-ovisne
kinaze koji je neophodan za napredovanije stanice kroz G; kontrolnu tocku stani¢nog ciklusa.
SCFA uzrokuju apoptozu stanice pomocCu povecane ekspresije proapoptotickih gena i
utiSavanjem gena suprotnog (apoptotickog) ucinka. Dolazi do povecanja broja receptora smrti
poput TRAIL, DRS i Fas te se pojacano luce i njihovi ligandi. Vezanjem liganada dolazi do



aktivacije receptora i prijenosa apoptotickog signala do enzima kaspaza koje vrSe apoptozu.
Kratkolancane masne kiseline uzrokuju i pojac¢anu ekspresiju proteina BAX (Slika 5) koji nakon
primanja apoptotickog signala mijenja konformaciju i stvara poru u vanjskoj membrani

mitohondrija Sto dovodi do oslobadanja proapoptotickih faktora koji aktiviraju kaspazu.

lumen kolona y
kratkolancane masne

kiseline (SCFA)

kolonocit

Jezgra
HDAC  (if
e 111

HAT \ II. A

zaustavljanje
stanicnog ciklusa
indukcija apoptoze Bax

kapilara 4
kratkolancane masne
kiseline (SCFA)

Slika 5. Utjecaj SCFA na stanicni ciklus kolonocita. HDAC — histonska deacetilaza; HAT —
histonska acetiltransferaza; AC — acetilna skupina; Sp3 — Sp3 transkripcijski ¢imbenik;
p21 — inhibitor ciklin-ovisne kinaze 1; Bax — X protein povezan s Bcl-2 , protein regulator

apoptoze (Fernandes i sur., 2016)

2.3.2.2. § G-PROTEINOM SPREGNUTI RECEPTORI I NJIHOVI SIGNALN/
PUTEVI

Drugi nacin prijenosa signala je putem receptora spregnutih s G-proteinom na
staniCnim membranamana koje se SCFA veZu. To su polipeptidi sastavljeni od sedam
transmembranskih domena u obliku alfa uzvojnica. U ljudskom organizmu postoje Cetiri
otkrivena s G-proteinom spregnuta receptora (GPR; od engl. G protein-coupled receptors) za
SCFA: i) GPR109A koji se naziva i receptor hidroksikarboksilne kiseline 2, HCAR, prema engl.
hydroxycarboxylic acid receptor 2), i) GPR43 kojeg aktiviraju slobodne masne kiseline srednjeg
do dugog lanca pa se jo$§ naziva receptor slobodnih masnih kiselina 2 (FFAR 2; prema engl.

free fatty acid receptor 2), iii) GPR41 (noviji naziv FFAR 3) (Tolhurst i sur., 2012) i 4) olfaktorni
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receptor OR51E2 (Pluznick, 2014). Nedavno je otkriveno da su SCFA ligandi za receptor
aromatskih ugljikovodika (Rosser i sur., 2020). GPR43 je najceSce aktiviran propionatom,
acetatom i butiratom dok je GPR41 najcesSée stimuliran butiratom i propionatom. Butirat i
betahidroksibutirat su, uz niacin i ketonska tijela, ligandi za GPR109A receptor. Propionska i
octena kiselina proizvedene bakterijskom fermentacijom su ligandi olfaktornog receptora
Olfr78 u miSeva. GPR41 je naden u lamini propriji debelog crijeva, slezeni, koStanoj srzi,
limfnim ¢vorovima i u perifernom ziv€anom sustavu. Glavna mijesta ekspresije GPR43 su
epitelne stanice probavnog trakta i stanice imunosnog sustava (D’Souza i sur., 2017). GPR43
se nalazi u adipocitima, stanicama masnog tkiva, te enteroendokrinim stanicama crijeva.
GPR109A se nalazi u stanicama imunosnog sustava poput makrofaga, monocita, dendritickih
stanica i neutrofila.

Vezanje liganda i aktivacija receptora zapocinje kaskadu reakcija u stanici. U slucaju s
G-proteinom spregnutih receptora, prvi signal proizlazi iz stimuliranja heterotrimera G proteina
koji se sastoji od alfa, beta i gama podjedinice. U stanju mirovanja, alfa, beta i gama
podjedinice su medusobno spojene. Aktivnost G proteina je regulirana vezanjem gvanozin
difosfata na alfa podjedinice, za koje postoje 4 podklase: Ga(s), Ga(i/o), Ga(q/11) i Ga(12/13).
Stimuliranjem svake od te Cetiri podklase se aktivira drugaciji signalni put u stanici. Nakon
vezanja liganda na receptor, gvanozin difosfat disocira s alfa podjedinice i zatim veZe gvanozin
trifosfat. Kompleks alfa podjedinica-GTP disocira od beta i gama podjedinice. Kompleks alfa-
podjedinica-GTP i beta-gama podjedinica zatim prenose signal unutar stanice na ciljanu
molekulu koja je najCeScCe ionski kanal ili adenilil ciklaza. GPR43 i GPR41 receptori sadrze
Ga(i/o) i Ga(g/11) subklase G proteina (Milligan i sur., 2017). Prijenos signala iz FFAR2
receptora (GPR43) ima ulogu u modulaciji upalnog odgovora. /n vitro istraZivanja na ljudskim
monocitima pokazuju da receptori FFAR2 i FFAR 3 u interakciji sa SCFA tvore heteromer koji
aktivira signalni put s proteinom p38, koji se povezuje s razvojem imunosnih oboljenja (Cheng
i sur., 2018). FFAR receptori na koji je vezana propionska kiselina imaju ulogu u aktivnosti

simpatickog ziv€anog sustava (Kimura i sur., 2011).
2.3.3. UTJECAJ SCFA NA UROBENU IMUNOST
2.3.3.1. CRIJEVNI EPITEL

Epitelni sloj stanica sluznice je komponenta urodene imunosti. Pokriva povrsine
spojnice oka, disnog, mokraéno-spolnog i probavnog sustava. Temelj ovog mehanizma
nespecificne, urodene obrane je fizicki kontinuitet organa koji oblaze unutarnje povrsine. Osim

fizicke barijere, sudjeluju u prepoznavanju patogenih organizama i njihovih metabolita. U
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kontekstu kratkolanc€anih kiselina najbitnije su intestinalne epitelne stanice (IEC stanice). Te
stanice su izvor mucina, antimikrobnih peptida, citokina i kemokina koji se izlu¢uju u lumen
crijeva. Citokini kemokini su medijatori imunosnog odgovora koji reguliraju diferencijaciju i
aktivaciju stanica imunosnog sustava. U crijevima je nadena visoka koncentracija
kratkolancanih masnih kiselina koje dolaze u kontakt s IEC. U stanice se SCFA apsorbiraju
pasivnom difuzijom i aktivnim transportom putem monokarboksilatnog trasportera spregnutog
s ionom vodika (engl. monocarboxylate transporter 1; MCT1) ili monokarboksilatnog
trasportera 1 koji je spregnut s natrijem (SMCT1) (Slika 3). IEC stanice vecinu apsorbiranog
butirata koriste kao izvor energije u obliku ATP-a, dok se propionat i acetat prenose do jetre.
Butirat ima ulogu u homeostazi IEC stanica jer potice kako proliferaciju, tako i apoptozu
kolonocita. UCinak butirata na proliferaciju IEC stanica je najveci u lumenu jer je tamo prisutna
njegova najveca koncentracija (Corréa- Oliveira i sur., 2016). Osim toga, poti¢e eksfolijaciju
stanica i time doprinosi regeneraciji stanica. Zabiljezen je i ucinak butirata na obranu od
patogena u epitelu probavnog sustava tako Sto pospjeSuje ekspresiju antimikrobnih peptida
LL-38 i CAP-18 u epitelnim stanicama zeceva i ljudi (Ragib i sur., 2006). Drugo istraZivanje na
epitelnim stanicama svinja je pokazalo da butirat utjeCe na ekspresiju antimikrobnih peptida
defenzina i katelicidina LL-37. Potpun mehanizam navedenih ucinaka nije poznat, ali se
pripisuje inhibiciji HDAC enzima odnosno modifciranju transkripcije gena koji kodiraju za

antimikrobne peptide.
2.3.3.2. PROTEINI CVRSTOG MEPUSTANICNOG SPOJA

Proteini ¢vrstog medustanic¢nog spoja ili zonula occludens proteini (engl. tight junction;
TJ) su proteini koji se nalaze na spojevima endotelnih i epitelnih stanica. Reguliraju transport
otopljenih tvari i signalnin molekula koje poti¢u diferencijaciju i polarizaciju stanica. SCFA
indirektno utjeCu na TJ proteine putem moduliranja citokina. Upalni citokini interferon y (IFNy)
i imbenik tumorske nekroze a (TNF-a; engl. tumor necrosis factor a) povecavaju propusnost
stanicnih spojeva putem TJ proteina. Supresijom upalnih citokina, SCFA sprjeCavaju
poremecaje u propusnosti stanica. Aktiviranjem receptora GPR109A butirat suzbija povecanje
stani¢ne propusnosti na misSjem modelu ulceroznog kolitisa (Cheng i sur., 2018). SCFA direktno
utjeu na formiranje TJ proteina u epitelnih stanica, aktiviranje GPR109A povecava ekspresiju
proteina klaudina-3, okludina i zonula occludens 1, komponenti ¢vrstog medustani¢nog spoja
(Feng i sur., 2018). Na stvaranje TJ proteina najviSe utjeCe metabolizam, pogotovo povecane
endogene koncentracije kalcijevih iona uslijed aktivacije enzima AMP-aktivirane protein kinaze.
Butirat regulira aktivnost tog enzima i time poboljSava funkciju crijevne epitelne barijere (Peng
i sur., 2009).
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2.3.3.3. NEUTROFILI

Neutrofili (neutrofilni leukociti) su vrsta granuliranih leukocita koji nastaju i u potpunosti
sazrijevaju u koStanoj srzi. Uloga im je pronalazak antigena te fagocitoza patogenih
organizama. Jezgra im je segmentirana te u citoplazmi sadrze dvije vrste zrnaca. Primarna
(azurofilna) zrnca su lizosomi Cija je funkcija digestija makromolekula pomocu enzima
mijeloperoksidaze i kisele hidrolaze. Sekundarna zrnca se pojavljuju nakon primarnih i sadrze
laktoferin, lizozim, alkalnu fosfatazu i baktericidne proteine. Neutrofili se spontano gibaju te se
priliepljuju uz stijenke krvnih Zila. Reagiraju i lu¢e kemotaksi¢ne tvari koje stvaraju
koncentracijski gradijent na koji stanice odgovaraju svojim kretanjem. Migracija neutrofila iz
krvi na mjesto upale Cini prvi korak organizma u upalnom odgovoru. Vezanje liganada na
neutrofilne receptore kao Sto su receptor komplemenata 3 (CR3; engl. complement receptor
3) i Fc receptor y (FcyR) dovodi do fagocitoze uzroCnika upale. Aktin, protein citoskeleta,
polimerizira se kako bi nastala vezikula potrebna za fagocitozu, fagosom. Nakon formiranja
fagosoma, aktiviraju se mehanizmi kojima dolazi do razgradnje patogenih organizama,
proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), oksidiranih halida i oslobadanja enzima.
Kompleks NADPH oksidaze katalizira redukciju molekularnog kisika u superoksidni anion koji
se onda spontano ili uz pomo¢ enzima prevodi u toksi¢ne ROS spojeve koji se, uz antimikrobne
proteine, oslobadaju iz granula i ubijaju uzrocnike upale. SCFA se vezu kao ligandi na GPR43
receptore neutrofila. Rezultati /n vivo i in vitro istrazivanja pokazuju da SCFA na neutrofile
djeluju kao kemoatraktivno sredstvo (Rodrigues i sur., 2016) Kratkolan¢ane masne kiseline
moduliraju proizvodnju ROS spojeva (reaktivnih spojeva kisika) Sto direktno ima utjecaj na
sposobnost neutrofila da fagocitiraju patogene organizme. Rezultati istraZivanja ucinka SCFA
na ucinkovitost neutrofila daju oprecne rezultate, ovisno o kojoj kiselini se radi. Acetat u
izoliranim neutrofilima iz ljudske ko$tane srzi povecava koncentraciju ROS spojeva i pospjesuje
fagocitnu aktivnost neutrofila (Maslowski i sur., 2009). Butirat inhibira proizvodnju peroksida,
superoksida i hipokloricne kiseline, taj ucinak se objasnjava smanjenjem fosforilacije
regulatorne podjedinice kompleksa NADPH oksidaze u neutrofilu. Zbog smanjenja fosforilacije
dolazi jer SCFA povecavaju aktivnost enzima adenilat ciklaze i time se smanjuje proizvodnja

ROS spojeva, odnosno butirat djeluje imunosupresijski na neutrofile (Vinolo i sur., 2009).
2.3.3.4.MONOCITI | MAKROFAG/

Monociti se stvaraju u ko$tanoj srzi iz preteCa promonocita i za sazrijevanje su im
potrebni citokini. Monociti u krvotoku borave nekoliko dana pa odlaze u tkiva gdje se

preoblikuju u infiltrirajuée makrofage. Makrofagi mogu biti slobodne (cirkulirajuce) i fiksne
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(rezidentne) stanice. Makrofagi koji su fiksni nalaze se u razlicitim tkivima i postoji njihov naziv
u svakom tkivu: mikroglijalne stanice u mozgu, alveolarni makrofagi u plu¢ima, Kuppferove
stanice u jetri i dr. Funkcije makrofaga ukljuCuju kemotaksiju, fagocitozu i liziranje
mikroorganizama. PredoCuju antigene limfocitima T te luCe citokine interleukine IL-1, IL-6, IL-
8 i IL-12 i prostaglandine. Kao i ostali fiksni makrofagi, intestinalni makrofagi nastaju tijekom
embrionalnog razvoja ali se za razliku od drugih fiksnih makrofaga tijekom Zivota zamjenjuju
monocitima iz krvi koji se lokalno diferenciraju u protuupalne makrofage (Bain i sur., 2009). Ti
cirkuliraju¢i monociti zavrsnoj diferencijaciji podlijezu u lamini propriji. Zreli intestinalni fagociti
imaju sposobnost fagocitoze i baktericidnog djelovanja putem aktivnosti NADPH-oksidazom
deriviranih ROS spojeva, antimikrobih peptida i proteina. Prisutnost SCFA djeluje protuupalno
jer regulira proizvodnju prostaglandina i citokina u ljudskim monocitima (Cox i sur., 2009).
Izolirani humani CD14* monociti koji su inkubirani u prisustvu butirata pokazali su bolji u¢inak
na smrtnost Gram-negativnih bakterija Sa/monella enterica i Citrobacter rodentium te Gram-
pozitivne bakterije Staphylococcus aureus. Kod makrofaga tretiranih butiratom zabiljeZena je
manja stopa glikolize zbog vece koncentracije AMP-a, aktivatora AMPK kinaze koja pak inhibira
ciljnu molekulu rampamicina (mTOR; od engl. mechanistic target of rapamycirn). mTOR je serin
/ treonin kinaza koja regulira mnoge stani¢ne procese poput rasta stanica, proliferacije stanica,
sinteze proteina i centralni je regulator autofagije. Schulthess i suradnici (2019) istrazili su da
li je povecana antimikrobna aktivnost povezana s LC3 proteinom. LC3 protein ili mikrotubulima
pridruZzen protein 1A/1B-laki lanac 3 je protein citoskeleta koji je specificni marker autofagije.
Koncentracije LC3 su bile ve¢e kod makrofaga tretiranih butiratom te je do$lo do povecanja
koncentracije ROS spojeva. Niska razina ROS spojeva potiCe stanicu na rast i proliferaciju dok
visoke koncentracije induciraju stani¢nu smrt. Prisutnost butirata povecala je antimikrobnu
aktivnost intestinalnih makrofaga te se povecala otpornost prema patogenima (Schulthess i
sur., 2019). Drugo istrazivanje na makrofagima je pokazalo da butirat inhibira njihovu
migraciju induciranu lipopolisaharidima (LPS) (Maa i sur., 2010). LPS je komponenta vanjske
membrane Gram-negativnih bakterija i glavna joj je funkcija mehanicka zastita i odrzavanje
strukturnog integriteta bakterije. LPS se veZe za Toll-u sli¢ne receptore (TLR4; od engl. 7o/l
like receptors) na stanicama makrofaga. TLR su transmembranski proteini koji aktiviraju NF-
kB, proteinski kompleks koji upravlja transkripcijom DNA i proizvodnjom citokina. Aktivacijom
NF-kB posljedi¢no dolazi do aktivacije proteina tirozin kinaze 2, enzima koji regulira stani¢no
kretanje. Butirat smanjuje NF-kB aktivaciju i time ograniCava motilitet stanice. Tretiranje
intestinalnih makrofaga n-butiratom u miSevima s ulceroznim kolitisom smanjilo je lucenje
proupalnih posrednika induciranih LPS-om, poput dusi¢nog monoksida, IL-6 i IL-12, §to je

dovelo do smanjenog upalnog odgovora na korisne komenzalne bakterije (Chang i sur., 2014).
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2.3.3.5.DENDRITICKE STANICE

Dendriticke stanice sadrze duge razgranate izdanke zbog kojih su i nazvane po grckoj
rijeCi za drvo, dendron. Stvaraju ih hematopoetske stanice u kostanoj srzi pa se zatim
diferenciraju u raznim tkivima i dijele na pet tipova; konvencionalne dendriticke stanice,
dendriticke stanice monocitnog podrijetla, plazmocitoidne dendriticke stanice, intersticijske i
Langerhansove dendriticke stanice. Imaju sposobnost predo€avanja antigena. Nakon aktivacije
migriraju u limfne organe gdje stupaju u interakciju s limfocitima B i T te poti€u imunosni
odgovor. IstraZivanja su pokazala da SCFA imaju utjecaja na diferencijaciju i funkciju
dendritickih stanica. Butirat i niacin signalizacijom putem receptora hidrokarboksilne kiseline 2
(GPCR109A) djeluju protuupalno na dendriticke stanice kolona koje sudjeluju u odrZavanju
homeostaze. U istraZivanju gdje su koriStene dendritiCcke stanice monocitnog podrijetla, butirat
i propionat su znacajno smanijili izlu€ivanje citokina i ekspresiju kemokinih gena (Nastasi i sur.,
2015) U nekim istrazivanja protuupalni ucinci kratkolanc¢anih masnih kiselina pokazali su se
neovisnima o receptorima, vec su ovisili iskljucivo o inhibiciji histonskih deacetilaza (Chang i
sur., 2014). Butirat odgada sazrijevanje dendritickin stanica tako $to inhibira ekspresiju
markera na povrSini stanica kao Sto su CD80, CD83 i molekule glavnhog sustava tkivne
podudarnosti (MHC; od engl. major histocompatibility complex) skupine dva koje su prisutne

na povrsini zrelih dendritickih stanica.

2.3.4. ULOGA KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA U STECENOJ
IMUNOSTI

Limfociti imaju glavnu ulogu u obrani od mikroorganizama i suzbijanju upale u tkivima.
Osnovne vrste limfocita su limfociti T, limfociti B i NK-stanice. Sazrijevanje limfocita T
podrazumijeva primarnu i sekundarnu diferencijaciju. Kod primarne diferencijacije, preteca
limfocita prolazi diferencijaciju u koStanoj srZi, a zatim u timusu gdje na svojoj povrsini iskazuje
potrebne receptore za prepoznavanje predocenog antigena. Takvi limfociti s iskazanim
antigenskim receptorima su zrele imunokompetentne stanice, ali naivne jer nisu dosli u
interakciju s antigenom. Nakon kontakta s antigenom dolazi do sekundarne diferencijacije
limfocita, odnosno limfociti proliferiraju i diferenciraju se u memorijske i izvrSne stanice. Butirat
inhibira proliferaciju limfocita T nakon stupanja u kontakt sa stimulansima poput konkavalina
A i anti-CD3 protutijela (Cavaglieri i sur., 2003). Konkavalin A je lektin, protein koji veze
ugljikohidrate i koristi se u istrazivanjima jer poti¢e mitozu i aktivira limfocite T. Inkubacija
limfocita s butiratom smanjuje proizvodnju interleukina-2, citokina koji potiCe rast,

diferencijaciju i prezZivljavanje T-limfocita. Interleukin-2 ima ulogu u imunosnom odgovoru na
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virusne infekcije, stanice tumora i autoimune bolesti. S druge strane, uocen je suprotni ucinak
na proizvodnju citokina IL-10 u limfocitima. IL-10 je imunosupresijski citokin koji smanjuje
sekreciju drugih citokina, koCi predocenje antigena limfocitima T te aktivaciju CD4* limfocita T
(Joss i sur., 2000). SCFA utjecu na regulacijske limfocite T, odnosno na subpopulaciju limfocita
T koja potiskuje imunosni odgovor te je zbog toga predmet mnogih istraZivanja u svrhu
moguce terapije imunosnih poremecaja. Inhibicijsko djelovanje kratkolancanih masnih kiselina
na HDAC je zasluzno za ovaj ucinak (Slika 6). Butirat u /7 vitro i in vivo istrazivanjima potice
stvaranje regulacijskih limfocita T, na primjer Clostridium spp. koja proizvodi butirat potice

generiranje regulacijskih limfocita T u misjim stanicama kolona (Tao i sur., 2018).

KRATKOLANCANE
MASNE KISELINE
(pretezito butirat)

Indirektno ' Direktno
Makrofagi Limfociti T
< Inhibicija HDAC T Inhibicija HDAC
> Upala "! =» Konverzija nativnih limfocita T

u regulacijske limfocite T

Mehanizam HDAC inhibicije® L ) o
Inhibicija HDAC i mTor aktivacija

HATA Thazag o
= f Aktivacija i proliferacija
i i
L —-1 o~
=
T Inhibicija HDAC
TFs 7 . g
= & [ = Ekspresija IFN-y
HDAC |

Slika 6. Pregled ucinaka kratkolancanih masnih kiselina na ste¢enu imunost. HDAC — histonska
deacetilaza; HAT — histonska acetiltransferaza; mTor — ciljna molekula rampamicina;

TF — transkripcijski faktor (Deleu i sur., 2021)

2.4. POTENCIJALNI TERAPIJSKI UCINCI KRATKOLANCANIH
MASNIH KISELINA

Kratkolan¢ane masne kiseline se istrazuju kao potencijalna terapija za mnoge bolesti

imunosnog sustava. Protuupalni u¢inak je zabiljeZzen kod upalnih bolesti crijeva, dijabetesa tipa
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1, artritisa i raka debelog crijeva. Kako su istraZivanja pretezito radena na Zivotinjskim

modelima, potrebna su randomizirana istraZivanja na ljudima koja bi potvrdila istovrsni ucinak.
2.4.1. NACINI PRIMJENE SCFA U TERAPIJSKE SVRHE

U istrazivanjima se najceSée koriste fermentabilna vlakna poput inulina koja dizu
koncentraciju SCFA u krvnoj plazmi 5 — 6 sati nakon unosa, dok se duljom konzumacijom do
nekoliko tjedana povecava i koncentracija u fecesu. Koli¢ina vlakana u hrani bogatoj vlaknima
koja se koristi kod misjih modela ekvivalent je dnevnom unosu od 250 g kod ljudi, a kako je
nacini za unos SCFA.

Tributirin je ester maslacne kiseline (butirata) i glicerola te se kao terapija unosi oralno.
Prednost tributirina je relativnho brzo poviSenje koncentracije butirata u serumu u dozama od
200 mg/kg tributirina tri puta dnevno. Oslobadanje butirata u gornjem dijelu probavnog trakta
dovelo bi do nepoZeljnih senzorskih karakteristika pa se koriste mikrokapsule od ciklickog
oligosaharida ciklodekstrina. Klinicka istrazivanja tributirina nisu brojna, koli¢ina tableta koje
ispitanik treba uzimati da bi se postiglo povecanje u koncentraciji butirata je neprakticna i
postoji velika varijacija izmedu poviSenja serumske koncentracije kod ispitanika (Donovan i
sur. 2017).

Suplementacija u obliku visoko fermentabilnih vlakana kao Sto su guar guma i inulin
povisuju serumsku koncentraciju SCFA 6 sati nakon unosa 20 — 30 grama suplementa. S
obzirom na preporuceni unos vlakana, 20 — 30 grama je visoka doza, te su u kohortnim
studijama zabiljezene gastrointestinalne smetnje. Jedno od ogranicenja kod koristenja vlakana
kao dodataka prehrani u svrhu proizvodnje SCFA je velika varijabilnost u koli¢ini proizvedenih
SCFA medu ispitanicima (Gill i sur., 2018).

Esterifikacija rezistentnog Skroba kratkolan¢anim masnim kiselinama stiti SCFA od
njihova oslobadanja i apsorpcije u tankom crijevu. U ovom obliku SCFA se ucinkovitije dovode
do kolona u usporedbi s nemodificiranim Skrobom (Annison i sur., 2003). Esterifikacija inulina
propionatom donosi istu koli¢inu propionata do kolona s 9 puta manjom dozom od one
nemodificiranih vlakana (Polyviou i sur., 2016). SCFA mogu biti toksi¢ne kod jako visokih
koncentracija u lumenu kolona, mogu sniziti pH vrijednost i time poremetiti metabolicku
aktivnost prisutnih mikroorganizama.

Postbioticki tretman se odnosi na direktnu aplikaciju SCFA bez potrebe za
fermentacijom. Interakcija izmedu crijevne epitelne barijere i SCFA je povezana s patologijom
upalnih bolesti crijeva. Tretman bolesnika s upalnim bolestima crijeva klistirom koji sadrzi SCFA

rezultira boljom klinickom slikom u odnosu na stanje prije tretmana, ali mnoga istraZivanja
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pokazuju isti u¢inak i na placebo skupini bolesnika (Hamer i sur., 2010). Razlog za raznolike
rezultate istraZivanja s klistirom mogu biti razliCite doze SCFA i broj enema u danu. Infuzija
butirata u kolon miseva nije rezultirala nikakvim ucincima razlicitim od infuzije otopine natrijeva
klorida kada su tretmani bili aplicirani dvaput dnevno; ucinak infuzije SCFA dosao je do izraZaja
tek kod pet aplikacija u danu (Wong i sur., 2005). Klini¢ka ucinkovitost unosa SCFA klistiranjem
dosada se pokazala neprakticnom s obzirom na broj tretmana u danu, iako neka istrazivanja
navode da smanjuju upalu u mukozi promjenom ekspresije gena zaduzenih za ekspresiju
citokina, pojacavaju ekspresiju gena povezanih s obnavljanjem sluznice, poput onih za Wnt
signalizaciju, regulaciju citoskeleta i antagonista koStano-morfogenetskih proteina (Luceri i
sur., 2016).

2.4.2. ULOGA KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA KOD UPALNIH
BOLESTI CRIJEVA

Sindrom iritabilnog crijeva karakterizira crijevna disbioza zabiljeZzena na ljudskim i
Zivotinjskim modelima, 3to dovodi do ometanja proizvodnje kratkolanc¢anih masnih kiselina te
za posljedicu ima smanjenje energetskih zaliha u kolonocitima te gubitak kontrole nad
lokalnom upalom sluznice. Kod sindroma iritabilnog crijeva dolazi do smanjenja broja bakterija
iz odjeljka Firmicutes koje su najcesce glavni proizvodaci butirata. Kod ulceroznog kolitisa i
Chronove bolesti isto je smanjen broj mikroorganizama koji proizvode butirat, ali se radi o
razlicitim vrstama bakterija. Kod ulceroznog kolitisa je smanjen broj bakterija vrsta Roseburia
intestinallis i\ Roseburia hominis, dok je kod Chronove bolesti smanjen broj Bifidobacterium
adolescentis 1 Faecalibacterium prausnitzil. Zbog smanjene proizvodnje SCFA, njihova
koncentracija u fecesu oboljelih od upalnih bolesti crijeva je niska. Smanjene koncentracije
mogu biti povezane s hapredovanjem bolesti, primjerice, koncentracije butirata u fecesu su
znacajno nize kod pacijenta koji su u aktivnoj fazi ulceroznog kolitisa od onih u fazi remisije.
Moduliranje crijevne mikrobiote koristenjem prebiotika i probiotika povecava proizvodnju SCFA
in vitro i in vivo te obogacuje mikrobnu raznolikost. Oralna suplementacija prebiotikom
inulinom kod pacijenata s aktivnim oblikom ulceroznog kolitisa smanijila je dispepti¢ne tegobe
i razinu kalprotektina u stolici, vaZznog biomarkera za prisutnost neutrofila te indikatora crijevne
upale (zZhao i sur., 2015). Pretjerana aktivacija neutrofila kod ulceroznog kolitisa uzrokuje
oste¢enje sluznice, dok nedostatnom aktivacijom dolazi do nekontroliranog rasta
mikroorganizma zbog kojeg moze doci do upale (Russo i sur. 2019). Tretman probioticima nije
pokazao znacajan utjecaj na remisiju kod pacijenta koji boluju od Chronove bolesti ukoliko
bakterijski sojevi nemaju sposobnost proizvodnje butirata. Suplementacija bakterijama koje ga

proizvode, poput Butyrococcus pullicaecorum, dolazi do poboljSanja integriteta crijevnog
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epitela /n vitro (Geirnaert, 2017). Jo$ ne postoji dovoljno dokaza o poboljsanju klini¢ke slike
upalnin bolesti crijeva ovim terapeuticima. Vecina /n vitro istraZivanja se radi na
monokulturama epitela dok je na /n vivo Zivotinjskim modelima kolitis kemijski potaknut.
Potrebno je jo$ istrazivanja na razliCitim modelima i definiranje optimalne doze i sastava

terapeutika kako bi kratkolan¢ane masne kiseline bile dio terapije kod upalnih bolesti crijeva.
2.4.3. ULOGA KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA U PRETILOSTI

Visak masnog tkiva i napredovanje pretilosti mogu uzrokovati stanje upale. Bijelo
masno tkivo, sastavljeno od adipocita i stromalnog tkiva u kojem se nalaze stanice imunosnog
sustava, sudjeluje u regulaciji energetskog metabolizma. Sastavnice imunosnog sustava u
masnom tkivu su makrofagi, limfoidne stanica tipa 2, NK-stanice i regulacijske stanice T.
Makrofagi su zasluzZni za imunosni odgovor masnog tkiva i povezuje ih se s porastom inzulinske
rezistencije. Na misjem modelu, SCFA vezane na GPR43 receptor uzrokuju lu€enje citokina
TNF-a u makrofagima $to posljedi¢éno smanjuje gensku ekspresiju receptora za glukozu GLUT
4 koji se nalazi u masnom tkivu i reguliran je inzulinom (Nakajima i sur., 2017). U istraZivanju
na miSevima, dijeta bogata vlaknima inhibirala je pretvorbu prointerleukina 18 u proupalni
citokin interleukin 18 u stanicama kolona gdje su bili aktivirani SCFA receptori GPR43 i
GPR109A (Macia i sur., 2015). SCFA ima ulogu u suzbijanju upale u crijevima uzrokovane LPS-
om, endotoksinom koji se nalazi na vanjskoj membrani Gram-negativnih bakterija. Metabolicka
endotoksemija je stanje previsoke koncentracije LPS-a u krvi uzrokovano naruSenom crijevnom
barijerom i povezuje ju se s inzulinskom rezistencijom, povecanom tjelesnom masom i
disfunkcijom masnog tkiva. /n vitro, acetat i butirat smanjuju oslobadanje TNF-a uzrokovano
LPS-om (Mehta i sur., 2010). Intravenozni unos natrijevog acetata smanjio je koncentracije
TNF-a i IFN-y u pretilih Zena (Rocha i sur., 2008). Postoje znacajne razlike u sastavu mikrobiote
s obzirom na tjelesnu masu. Osobe s prekomjernom tjelesnom masom i pretile osobe imaju
veci broj bakterija iz odjeljka Bacteroidetes koji posreduju proizvodnju propionata koji, nakon
apsorpcije i raspodjele po organizmu, moZe biti iskoriSten kao supstrat za glukoneogenezu i
liponeogenezu. Pretili pojedinci imaju ve¢u koncentraciju propionata nego osobe normalne
tjelesne mase. Butirat zbog svog protuupalnog ucinka pokazuje potencijal za smanjenje pojava
komplikacija povezanih s pretilosti kao Sto su inzulinska rezistencija te rizik od

kardiovaskularnih i metaboli¢kih oboljenja (Canfora i sur., 2015).
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2.4.4. ULOGA KRATKOLANCANIH MASNIH KISELINA U BOLESTI RAKA
DEBELOG CRIJEVA

Butirat potice rast epitelnih stanica kolona dok kod stanica raka debelog crijeva ima
suprotan, inhibirajuéi ucinak. Taj je fenomen poznat pod nazivom “butiratski paradoks”.
Normalnim kolonocitima glavni je izvor energije stani¢no disanje, a promijenjeni kolonociti
tumora koriste anaerobnu glikolizu kao izvor energije (Encarnacéo i sur., 2015). U uvjetima
anaerobne glikolize ogranicena je oksidacija masnih kiselina pa se butirat nakuplja u citoplazmi
zbog Cega dolazi do inhibicije HDAC aktivnosti $to Cini tumorske stanice kolona osjetljivim na
mehanizme apoptoze (Encarnacéo i sur., 2015). Inhibicija HDAC aktivnosti sprjeCava upalnu
reakciju posredovanu makrofagima jer se smanjuje sekrecija upalnih citokina. Osim inhibicije
HDAC aktivnosti, i signalizacija putem GPR109A receptora promicala je protuupalna svojstva u
makrofagima i dendritickim stanicama debelog crijeva miSeva i omogucila je induciranje
diferencijacije regulacijskih limfocita T koji proizvode 1L-10. Stovise, GPR109A bio je bitan za
indukciju IL-18 posredovanu butiratom u epitelu debelog crijeva. Aktivacija GPR109A inhibira
proupalne NF-kB signalne puteve i uzrokuje apoptozu tumorskih stanica (Singh i sur., 2014).
Nedostatak GPR109A receptora povecava upalu i kancerogenezu u kolonu (Thangaraju i sur.,
2009).
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3. ZAKLJUCAK

Interakcije izmedu crijevne mikrobiote i imunosnog sustava su kompleksne i ukljucuju
mnogo komponenti i razli¢itih mehanizama. Kratkolan¢ane masne kiseline su poveznica izmedu
crijevne mikrobiote i imunosnog sustava te imaju ulogu u odrZavanju crijevne homeostaze i u
razvoju bolesti. Sve je vise znanstvenih dokaza o imunomodulacijskom ucinku kratkolancanih
masnih kiselina, posebno u diferencijaciji limfocita T i smanjenju lucenja upalnih citokina.
Postoji veliki potencijal za koristenje kratkolanc¢anih masnih kiselina kao terapeutika kod bolesti
povezanih s kolonom, poput upalnih bolesti crijeva te raka debelog crijeva. Vecina istraZivanja
koristi /n vitro sustave ili Zivotinjske modele tako da je potrebno uzeti u obzir ekstrapolaciju na
ljudski organizam te su potrebna klinicka ispitivanja da se potvrde dobiveni ucinci. Razvijanje
novih strategija i ciljanje mehanizama HDAC inhibicije i aktivacije FFAR receptora trebala bi
biti fokus istrazivanja o terapijskom ucinku kratkolanc¢anih masnih kiselina. Prehrana bogata
vlaknima koja su supstrat za anaerobnu fermentaciju u crijevima i sirovina za proizvodnju
kratkolan€anih masnih kiselina je dobar nacin prevencije od kroni¢nih bolesti i odrzavanja

crijevne homeostaze.
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