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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

AER - stopa ekskrecije albumina (eng. albumin excretion rate)

CoA —koenzim A

FMT — transplantacija fekalne mikrobiote (eng. fecal microbiota transplantation)
GFR — brzina glomerularne filtracije (eng. glomerular filtration rate)
HDAC — histonska deacetilaza (eng. histone deacetylase)

IS — indoksil sulfat

KBB — kroni¢na bubrezna bolest

LPS — liposaharidi

MW — molekularna masa (eng. molecular weight)

NF-kB — nuklearni faktor kappa B (eng. nuclear factor kappa B)

p-CS — p-kresil sulfat

SCFA — kratko lan¢ane masne kiseline (eng. short chain fatty acids)

TLR4 — toll-like receptor 4

TMAO - trimetilamin-N-oksid

TNF-a — tumor nekrotizirajuci faktor alfa (eng. tumor necrosis factor alpha)

ZSBB — zavrsni stadij bubreZne bolesti






1. Uvod
U posljednje vrijeme, zahvaljujuc¢i dvjema revolucijama u biologiji, postalo je o€ito da nas
DNK ne govori cijelu pri¢u o nasoj individualnosti te da drugi ¢imbenici, kao $to su okolisni,
igraju vaznu ulogu u ljudskom zdravlju i bolesti (1). Prvo, doslo je do razvoja epigenetike, koja
je pokazala da promjena prehrane i nacina Zzivota mogu ukljucivati i iskljucivati gene (2).
Drugo, nase razumijevanje mikrobioma, odnosno na¢ina kako promjene u crijevnoj flori u
velikoj mjeri utje¢u na pojavu bolesti. Donedavno je jedina znana uloga debelog crijeva bila
apsorpcija vode. O ulozi crijevne flore se znalo jako malo. Dapace, samo uzgojiti crijevne
bakterije u laboratoriju, je bio problem. Cak 99% svih crijevnih bakterija ne uspijeva rasti u
standardnim laboratorijskim uvjetima (1). No, uz pomo¢ nove opreme za genetska testiranja
danas ve¢ za manje od dva sata mozemo utvrditi genom bakterije (3). U meduvremenu smo
saznali da u nasem crijevu zive milijarde bakterija. Jedan znanstvenik otisao je tako daleko i
rekao da smo svi mi bakterija. Cinjenica je da u na$em vlastitom tijelu ima vise bakterijskih
stanica i bakterijskog genoma, nego Sto postoji ljudskih stanica i ljudskog genoma (4). Broj
gena bakterijskog genoma jest oko 150 puta veci nego broj gena ljudskog genoma, oko 3.3
milijuna gena (5), a veéina tih bakterija (vise od 100 trilijuna) Zivi u na§im crijevima. Cini se
da sve zivotinje 1 biljke uspostavljaju simbiotske odnose s mikroorganizmima, a kod nas se
nasa crijevna flora moze smatrati ,,zaboravljenim organom* (6). Uc¢inci na$ih ,,dobrih*
crijevnih bakterija na zdravlje ukljucuju jaanje imunoloskog sustava, pobolj$anje probave i
apsorpcije, stvaranje vitamina i inhibiranje rasta potencijalnih patogena. No, ako se udio
,lo8ih“ bakterija povecava, one mogu stvarati kancerogene tvari, razne toksine koji mogu
prijeci epitealnu barijeru te izazivati sistemne ucinke, izazivati dijareu ili konstipaciju i
uzrokovati crijevne infekcije (7). Znanstvenici su jo$ uvijek u procesu otkrivanja koje su
bakterije ,,dobre, a koje ,,lo8e*. Postoji vise od tisuéu razlicitih vrsta bakterija koje zive u
ljudskom crijevu. Na temelju proucavanja uzoraka stolice u blizanaca, koji su imali razlicite
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prehrambene navike, te na temelju uzoraka stolice iz cijelog svijeta, postalo je o¢igledno da
prehrana ima dominantnu ulogu u odredivanju vrste bakterija koje obitavaju u nasem debelom
crijevu, i da se promjene crijevne flore, uslijed promjene nac¢ina prehrane, mogu dogoditi veé
u roku od nekoliko dana do tjedana (8). Utjecaj prehrane na zdravlje je vjerojatno jedan od
najstarijih koncepata u medicini. Medutim, tek u nekoliko posljednjih godina naSe je shvacanje
ljudske fiziologije naraslo do te mjere da smo poceli shvacati kako pojedine prehrambene
komponente utjecu na pojavu ili odsustvo bolesti putem nasih crijevnih bakterija.

Jedan od niza sistemskih poremecaja, koji se dovodi u svezu s crijevnom disbiozom, je i
kroni¢na bubrezna bolest (KBB) (9,10). Crijevna disbioza je takoder povezana i sa nizom
ostalih bubreznih bolesti, kao $to su IgA nefropatija, lupus nefritis, nefrolitjaza i dijabeticka
nefropatija (11-14). KBB je termin koji se odnosi na promjene koje zahvacaju strukturu i
funkciju bubrega. Definicija KBB-a je temeljena na oSte¢enju bubrega (albuminurija) ili
smanjenja bubrezne funkcije (brzina glomerularne filtracije <60 mL/min/1.73 m?) u trajanju
od najmanje 3 mjeseca koje ima posljedice na zdravlje. Prema Nacionalnoj renalnoj zakladi za
smjernice za kroni¢nu bubreznu bolest (eng. National Kidney Foundation Clinical Practice
Guidelines for Chronic Kidney Disease) KBB se klasificira u ukupno pet stadija, ovisno o
brzini glomerularne filtracije (GFR) (Tablica 1.). Normalna funkcija bubrega je stadij 1, a
krajnji stupanj bubrezne bolesti je stadij 5 (15). KBB je globalni zdravstveni problem s visokim
stopama pobola i smrtnosti. Upotrebljavajuéi trenutne definicije prevalencija KBB-a u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama u intervalu izmedu 1999. i 2006. godine je bila 11.5% (od
toga u 42% slucajeva GFR u stadiju 1 1 2, i u 58% sluc¢ajeva GFR u stadiju 3 i 4), §to je
istovjetno apsolutnom broju oboljelih od 23 milijuna (16). Dobno standardizirana globalna
prevalencija KBB-a u 2010. je bila otprilike 10.4% za muskarce i 11.8% za zene (17). Zavrsni

stadij bubrezne bolesti (ZSBB) je stanje koje zahtijeva skupo bubrezno nadomjesno lijecenje.



Broj pacijenata koji zahtjevaju taj vid lijeCenja (hemodijaliza, peritonealna dijaliza,

transplantacija bubrega) se svake godine povecava za 10 — 15% (18).

Tablica 1. Klasifikacija kroni¢ne bubrezne bolesti s obzirom na brzinu glomerularne filtracije i alouminuriju

GFR stadij GFR (mL/min/1.73m2) Razina oStecenja

Gl >90 Normalno

G2 60 do 80 Blago smanjeno

G3a 45 do 59 Blago do umjereno smanjeno
G3b 30 do 44 Umjereno do jako smanjeno
G4 15do 29 Jako smanjeno

G5 <15 Bubrezno zatajenje

Stadij albuminurije

AER (mg/dan)

Al <30 Normalno
A2 30 do 300 Umjereno poviseno
A3 > 300 Jako poviseno

Progresivni pad bubreZne funkcije dovodi do nakupljanja metabolita organskih tvari, posebno
derivata dusika, koji su inace normalno filtrirani putem bubrega. Pod tim uvjetima dolazi do
,uremic¢kog stanja“. Dijabetes i hipertenzija su najc¢es¢i uzroci KBB-a na svjetskoj razini. Od
ostalih uzroka KBB-a vazno je spomenuti i policisti¢cnu bubreznu bolest, glomerulonefritis i
pijelonefritis. Najznacajniji uzrok smrti u pacijenata s KBB-om su kardiovaskularne bolesti
(KVB) te je smrtnost od tih bolesti u ZSBB-pacijenata 500 puta visi nego u op¢oj populaciji.
Intervencije u lije¢enju, koje djeluju na tradicionalne kardiovaskularne rizike (hipertenzija,
diabetes melitus, dislipidemija), nisu imale Zeljenu uspjeSnost U Smanjenju incidencije
kardiovaskularnih bolesti ili smanjenju progresije bolesti. Zbog toga se pretpostavlja da i
netradicionalni rizici za KBB, c¢ija se prevalencija povecava kako bubrezna funkcija opada

(kroni¢na upala, anemija, oksidacijski stres, endotelna disfunkcija i autonomna disfunkcija,



izmedu ostalih), doprinose i povecanom riziku za kardiovaskularne bolesti i ubrzanom

napredovanju KBB-a.



2. Svrha rada

Svrha diplomskog rada je obraditi trenutnu spoznaju o utjecaju crijevne mikrobiote na razvoj i
napredovanje kroni¢ne bubrezne bolesti. Zbog trenutnog znanja samo o utjecaju crijevnih
bakterija, a ne i ostalih mikroorganizama na pojavu bolesti, ovaj rad ¢e se isklju¢ivo baviti
utjecajem bakterija. Isto tako obradit ée se moguce strategije sprjecavanja i lijeCenja crijevne
dishioze povezane s KBB-om, kao §to su vrsta prehrane, prebiotici i probiotici, fekalna

transplantacija fekalne mikrobiote i ,,pametne* bakterije.



3. Pregled literature na zadanu temu

3.1.  Crijevna disbioza u kroni¢noj bubreznoj bolesti
Broj bakterijskih koljena u crijevima je razli¢it od ¢ovjeka do Covjeka, ali u vecéine ljudi on
iznosi vise od 50 razli¢itih bakterijskih koljena. Obilnost i razli¢itost crijevnih bakterija ovisi i
o lokalizaciji u gastrointestinalnom sustavu. Njihov broj se poveéava od proksimalnih do
distalnih dijelova te svoj maksimum dostize u debelom crijevu, gdje je broj bakterija otprilike
10*? bakterijskih stanica/mL (19). U zdravlju crijevna mikrobiota Zivi u skladnom suZivotu s
domacinom te imaju simbiotski odnos. U bolesti to ravnoteZno stanje biva poremeceno te
nastaje stanje disbioze. U tom stanju crijevna mikrobiota razvija kvalitativne i kvantitativne
promjene u svojoj metabolickoj aktivnosti te proizvodi Stetne metabolite (20). Opcenito, iako
u crijevnoj mikrobioti ¢ovjeka postoji vise od 50 bakterijskih koljena, ona se dominantno
sastoji od dva tipa bakterijskih koljena, Firmicutes i Bacteroidetes (21). Bacteroidetes se pak
sastoji od nekoliko koljena, medu kojima se kao dominatni isticu Bacteroides i Prevotella.
Tako se svi ljudi mogu podijeliti na dvije skupine, na one koji dominantno imaju Bacteroides
ili dominantno imaju Prevotella vrste (22). Prevalencija Bacteriodes korelira s konzumacijom
tvari iz hrane Zivotinjskog podrijetla (kao Sto su zasi¢ene masne kiseline, kolesterol 1 zivotinjski
proteini), dok je Prevotella povezana s hranom s visokim udjelom vlakana, odnosno isklju¢ivo
biljnom hranom (23). Prevotella je odgovorna za stvaranje kratko lancanih masnih kiselina
(24). Ostala koljena uklju¢uju Actinobacteria, Proteobacteria, Cyanobacteria i Fusobacteria
(21). Poremecajem simbiotskog odnosa, koji egzistira pod normalnim uvjetima izmedu
crijevne mikrobiote i domacina, dolazi do produkcije i apsorpcije pro-upalnih i ostalih $tetnih
produkata, dok se u isto vrijeme ogranic¢avaju korisne funkcije i produkti koji su producirani
od strane normalne, ,,zdrave* mikrobiote. Takvi dogadaji mogu dalje doprinijeti uremickoj
toksi¢nosti, upali i1 kardiovaskularnom riziku u pacijenata s KBB-om (25). Takoder, uzrok

dijabetes melitusa (DM) i hipertenzije se moze naci u crijevima, te je i na taj na¢in KBB



uzrokovan DM-om i hipertenzijom povezan s mikrobiotom (26). Simenhoff i suradnici su bili
prvi koji su jo§ 1970-tih napravili endoskopije pacijenata s KBB-om i pacijenata bez KBB-a,

te demonstrirali promijenjenu crijevnu mikrobiotu u pacijenata s KBB-om (27).

3.2.  Patogeneza kroni¢ne bubrezne bolesti u crijevnoj disbiozi

Crijevna dishioza kod KBB-a jest posljedica dvosmjernog odnosa izmedu domacina i crijevne
mikrobiote. Kod KBB-a ona nastaje, kao posljedica stvaranja uremi¢nog miljea koji je
posljedica KBB-a. No, takoder i zbog nedostatka nutritivnih tvari te uzimanja odredenih
lijekova. Kada postoji smanjen udio bakterija, koje normalno proizvode kratko lan¢ane masne
kiseline i ostale esencijalne nutrijente za epitel kolona, te poveéan udio bakterija, koje
proizvode uremiéne toksine, kao $to su indoksil sulfat (1S), p-kresil sulfat (p-CS) i trimetilamin-
N-oksid (TMAO), tada lakSe dolazi do pojave KBB-a te njenog napredovanja i pojave
sistemnih u¢inaka uremi¢nih toksina. Grupa istrazivaca sa Sveucilista Kalifornija u Americi
uspjela je, na temelju uzoraka stolice pacijenata na hemodijalizi i zdrave kontrolne grupe,
identificirati pojedine bakterijske vrste koje se javljaju kod KBB-a (Tablica 2.) (25,28). Zbog
upale crijevne stijenke i degradacije interstani¢nih zonae ocludens dolazi do disfunkcije
crijevne barijere te uremicéni toksini podrijetlom iz crijeva bivaju translocirani u krvotok i na
taj nain ostvaruju sistemne ucinke. Visoke razine tih toksina povezane su s povecanom

smrtnosti od KVB-a kod pacijenata s KBB-om (29). (Slika 1.)



Tablica 2. Crijevna mikrobiota u pacijenata s KBB-i pokazuje obitelji bakterija koje imaju veliki udio enzima triptofanaze,
smanjen udio enzima koje formiraju kratkolan¢ane masne kiseline i visok udio enzima ureaze.

Obitelji ~ bakterija  koje

posjeduju  visoki  udio

triptofanaze

Obitelji ~ bakterija  koje

posjeduju  smanjen  udio
enzima koji formira kratko

lanéane masne kiseline

Obitelji ~ bakterija  koje

posjeduju visoki udio ureaze

Clostridiaceae

Enterobacteriaceae

Verrucomicroblaceae

Lactobacillaceae

Prevotellaceae

Alteromonadaceae
Cellulornoadaceae
Clostridiaceae
Dermabacteraceae
Enterobacteriaceae
Halomonadaceae
Methylococcaceae
Micrococcaceae
Moraxellaceae
Polyangiaceae
Pseudomonadaceae

Xanthomonadaceae

Povecan indoksil sulfat i p-

kresil sulfat

Smanjena produkcija kratko

lané¢anih masnih kiselina

Povecan metabolizam ureje U

amonijev hidroksid
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Slika 1. Patogeneza crijevne disbioze i kroni¢ne bubreZne bolesti. Postoji dvosmjerni odnos izmedu domacina i mikrobiote u
pacijenata s KBB-om. KBB dovodi do dotoka ureje, mokraéne kiseline i oksalata u debelo crijevo $to narusava sastav i
metabolizam crijevne mikrobiote. S druge strane, ovi endotoksini su proizvod crijevne disbioze i prekomjernog rasta bakterija
koje stvaraju ureazu. Velika koli¢ina NH3/NH4OH nastala bakterijskom ureazom povisuje pH lumena i utjece na rast razliti¢ih
bakterijskih zajednica. U kolonu i jetri, metaboliti dobiveni iz disbioti¢nog crijeva (npr. fenoli i indoli) dalje prolaze svoj
metabolizam te dolazi do stvaranja TMAO, p-CS i IS te oni iscure u sistemnu cirkulaciju preko ostecene crijevne barijere.
Akumulacijom PCS u bubrezima, tubularne stanice proizvode ROS koji dovodi do produkcije pro-upalnih citokina i pro-
fibrotickih ¢imbenika §to rezultira ote¢enjem stanica. Nadalje, OAT receptori koji su lokalizirani na bazolateralnoj membrani
proksimalnih tubularnih stanica, prihvacaju IS te induciraju upalu i nefrotoksi¢nost. Derivati metabolita crijevne disbioze su
takoder ukljuceni u hiperprodukciju i hipogalaktozilaciju IgA1 i tako pridonose nastanku IgA nefropatije. Takoder, crijevna
dishioza dovodi do redukcije SCFA proizvodnje. SCFA u normalnim okolnostima ima ulogu u kalibriranju krvnog tlaka i
zastitnu ulogu na bubrezne stanice (30). Skracenice: AP-1: plasminogen activator inhibitor type 1, BAFF: B-cell_activating
factor, CVD: cardiovascular disease, DCs: dendritic cells, 1S: indoxyl sulfate, LPS: lipopolysaccharides, MQ: macrophage,
NF-xB: nuclear factor kappa beta, OAT: organic anion transporter, p-CS: p-cresyl sulfate, ROS: reactive oxygen species,
TLR4: toll-like receptor 4, TMA: trimethylamine, TMAO: trimethylamine-N-oxide, Trp: tryptophan, Tyr: tyrosine



3.2.1. Kratko lan¢ane masne kiseline

Jedan od mehanizama, kojim je crijevna disbioza povezana s tim stanjima, je smanjena
proizvodnja kratko lan¢anih masnih kiselina (eng. Short-chain fatty acid), kao $to su acetat,
propionat i butirat. SCFA su produkti fermentacije biljnih ugljikohidrata posredovane
uglavnom Bacteroidetes i Firmicutes. Ti produkti igraju vaznu ulogu u regulaciji homeostaze
ljudskog tijela i progresije bolesti (31). SCFA sluze kao klju¢ni regulatori za modulaciju
integriteta crijeva, homeostazu, imunolosku funkciju i regulaciju krvnog tlaka. Stoga procesi,
koji dovode do smanjenja proizvodnje SCFA, mogu zauzvrat negativno utjecati na pojavu
raznih bolesti, kao $to su upalne bolesti crijeva, kolorektalni karcinom, hipertenzija i KVB-i
(32). Fekalnom analizom utvrdeno je da pacijenti na dijalizi pokazuju manji broj bakterija koje
mogu producirati butirat, (28) u odnosu na pacijente koji nisu na dijalizi. Butirat sluzi kao izvor
energije za epitel kolona. On se formira od dvije molekule acetil-CoA koje prelaze u formu p-
hidroksibutiril CoA i krotonil CoA te preko butiril CoA napokon prelaze u strukturu butirata.
Najvaznije bakterije, koje sudjeluju u njegovoj izgradnji, su Faecalibacterium prausnitzii,
Roseburia intestinalis i pojedine Clostridum bakterije (33). Butirat sluzi kao inhibitor histonske
deacetilaze (HDAC), djeluje zastitno protiv metabolickih promjena uzrokovanih prehranom s
visokim udjelom masti (34), posjeduje protu-upalno djelovanje (35), produzuje zivot u
eksperimentalnih miseva (36) i stiti od sarkopenije koja je prominentna kod KBB-bolesnika
(37). Takoder, HDAC je kljucan epigenetski regulator koji je povezan s bubreznim zatajenjem

(38).

3.2.2. Uremic¢ni milje

Jedan od ¢imbenika, koji doprinose dishiozi crijeva kod KBB-a, jest i uremi¢ni milje. Na
primjer, bakterijska ureaza u crijevima hidrolizira ureu i stvara velike koli¢ine amonijaka i

amonijevog hidroksida koji povecavaju luminalni pH i rezultiraju promjenom mikrobnog
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sastava crijeva. Ostali ¢imbenici, koji potencijalno mogu pridonijeti promijeni mikrobiote
crijeva, ukljucuju ogranic¢eni unos prehrambenih vlakana, uporabu lijekova (npr. antibiotici,

vezaci fosfata i Zeljezo) (39).

3.2.3. Liposaharidi

Liposaharidi (LPS) su dio stani¢ne stijenke Gram negativnih bakterija. Ekspozicija ovom
endotoksinu dovodi do pokretanja upalnog odgovora i oksidativnog stresa. Ono se dogada kada
se LPS wvezuje za Toll-like receptor-4 (TLR4) na endotelnim stanicama i
monocitima/makrofazima te na taj nacin dolazi do aktivacije nuklearnog ¢imbenika kB (NF-
kB) 1 aktivacijskog proteina 1 (AP-1). To rezultira produkcijom pro-upalnih citokina, kemokina,
adhezijskih molekula i reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) koji pak uzrokuju endotelnu

disfunkciju i poti¢u aterosklerozu (40,41).

3.2.4. Bakterijski endotoksini

Uremicki toksini se mogu klasificirati prema kemijskim karakteristikama koje utjecu na njihov
klirens za vrijeme dijalize ili ovisno o njihovom izvoru. Ukoliko ih klasificiramo prema prvoj
karakteristici, tada govorimo o ukupno tri kategorije. Oni se u ovisnosti 0 svojoj molekularnoj
masi dijele na: male, topive u vodi molekule (molekularna masa (MW) <500 Da), srednje
molekule (MW > 500 Da) i molekule koje su vezane za proteine. Ovisno o njihovom izvoru
klasificiramo ih prema tvari iz koje su nastale (Tablica 3.) (42). Mikrobiota ima ulogu u
metaboliziranju aminokiselina u vidu deaminacije i dekarboksilacije. Taj proces rezultira
otpustanjem hidrogenog sulfida od aminokiselina, koje posjeduju sulfidnu skupinu (metionin i
cistein), i u stvaranju amonijaka i kratko lan¢anih masnih kiselina ili fenilnih spojeva (indol i

p-kresil) od aromatskih amino kiselina (tirozin, fenilalanin i triptofan).
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Tablica 3. Popis uremickih toksina i njihova klasifikacija. Skra¢enice: TMAO-trimethylamine N-oxide, PPC-
phosphatidylcholine

Ime Izvor Klasa

Indoksil sulfat Triptofan Povezan s proteinima
Indol-3 acetat Triptofan Povezan s proteinima
p-kresil sulfat Fenilalanin, tirozin Povezan s proteinima
TMAO Kolin, L-karnitin, PPC Topiv u vodi
Fenilacetilglutamin Fenilalanin Topiv u vodi

Dekarboksilacija amino kiselina takoder rezultira formiranjem razlic¢itih amina koji sluze kao
prekursori za nitroamine (43). Kao $to je navedeno u tablici 3, postoji trenutno pet znanih
uremickih toksina koji se povezuju sa sistemnim ucincima na kardiovaskularni sustav i
mortalitet kod KBB-a. IS i indol-3 acetat su uremicki toksini koji su povezani s proteinima.
Oni nastaju metaboliziranjem amino kiseline triptofan. Triptofan se metabolizira pomocu
crijevnih bakterija i nakon apsorpcije prolazi proces sulfanizacije u jetri. Zbog svoje vrlo velike
sklonosti ka vezivanju s albuminom, on se ne moze ucinkovito ukloniti konvencionalnom
hemodijalizom. P-kresol je produkt metaboliziranja fenilalanina i tirozina pomo¢u anaerobnih
crijevnih bakterija. Crijevna mikrobiota vr$i proces konjugacije p-kresola te on postaje p-CS.
TMAO je toksin podrijetlom iz crijeva koji je zapravo metabolit koji nastaje kada crijevne
bakterije metaboliziraju kvartarne amine, kao sto su fosfatidilkolin, betain ili L-karnitin. Glavni
izvor tih kvartarnih amina su nutrijenti Zivotinjskog podrijetla (meso 1 mlijecni proizvodi).
Njihov produkt je trimetilamin koji se onda u jetri pomoc¢u flavin monooksigenaze pretvara u
TMAO. Za razliku od vecine ostalih toksina on nije vezan za proteine u krvi te se zbog toga
uspjesnije eliminira pomoc¢u dijalize. Fenilacetilglutamin, koji je produkt fenilalanina, takoder
spada u toksine koji u najve¢em broju slu¢ajeva mogu biti eliminirani dijalizom. To je zbog

toga sto je samo 20% ukupnog fenilacetilglutamina povezano s proteinima u krvi (42,44).
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Razine cirkuliraju¢ih toksina povecavaju se s tezinom KBB-a. NajviSe razine su prisutne kod
pacijenata u ESRD-u (45). Kako bi dokazali da zna¢ajna frakcija uremickih toksina ima svoj
izvor u intestinalnom traktu, znanstvenici su usporedili njihove razine u tri skupine pacijenata:
kod zdravih pojedinaca, kod pacijenata na hemodijalizi s intaktnim kolonom i pacijenata na
hemodijalizi koji su bili podvrgnuti totalnoj kolektomiji. Upotrebljavaju¢i masenu
spektrometriju visoke rezolucije ovi istrazivaci su potvrdili da je debelo crijevo veliki izvor
uremickih toksina (46). Ovi podaci predstavljaju neosporiv dokaz da je mikrobiota crijeva izvor

brojnih uremickih toksina.

3.2.5. Disfunkcija crijevne barijere

Trenutno postoji mnogo dokaza koji upucuju na to da je crijevna barijera poremecena kod
KBB-a. Posljedica osteCenja je translokacija uremickih toksina, nastalih posredovanjem
bakterija, u sistemsku cirkulaciju gdje oni izazivaju sustavnu upalu i leukocitnu stimulaciju.
Milijarde bakterija u lumenu kolona su odvojene od sistemskog krvotoka samo sa slojem
jednostani¢nog epitela. U zdravim crijevima postoji barijera koja se sastoji od mukusa,
defenzina i lektina koji sluze kao obrana epitelu od direktnog kontakta s mikrobiotom. Vaziri
i suradnici su jo§ 1980-tih obdukcijama otkrili kroni¢nu upalu kroz cijeli gastrointestinalni trakt
u pacijenata na hemodijalizi (47).

Od tog vremena postoje mnogo bolja saznanja u razumijevanju strukture i funkcije crijevno-
epitelne barijere. Apikalni kompleks sastoji se od transmembranskih proteina koji ukljucuju
klaudine, E-kadherin i interstani¢ne proteine, zonae ocludens. Studije su potvrdile da je KBB
povezan s deplecijom tih proteina (43). Takoder, Shi i suradnici (48) su uspjeli detektirati
bakterijsku DNA (vecina je bila podrijetlom iz crijeva) u plazmi u 12 od 52 pacijenta na
hemodijalizi. U studiji je potvrdeno i da bakterijska DNA u plazmi korelira s poviSenjem razine

C-reaktivnog proteina i interleukina-6, kao i biomarkera crijevne permeabilnosti D-laktat.
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Postoji nekoliko mehanizama koji bi mogli sudjelovati u oste¢ivanju crijevne barijere. Nakon
Sto urea difuzijom zavr$i u lumenu kolona, metabolizira se dalje ureazom iz ondje pristunih
bakterija te je metabolit, koji se stvara, amonijak potom hidroliziran u amonijev hidroksid.
Velike koli¢ine amonijevog hidroksida mogu uzrokovati oSte¢enja zonae ocludens tako Sto
uzrokuje depleciju okludina, klaudin-1, i ostalih proteina zona ocludens. Ta erozija epitelne
barijere je stimulans za priljev leukocita koji pokre¢u sekundarni mehanizam ostecenja crijevne
barijere. Nacin, na koji to Cine, je taj da lokalna upala i citokini induciraju retrakciju i
endocitozu okludina i klaudina (49). Rezultat povecanja propusnosti crijeva omogucuje
zauzvrat premjeStanje toksina, fragmenata bakterija i cijelih bakterija kroz crijevnu stijenku u
sistemsku cirkulaciju, $to se smatra klju¢nim doprinosom aktivacije upalnog odgovora

domacina (Slika 2.) (43).

Prehrana siromasna Retenirani uremicki

vi a1 simbioticima toksini l kratko lanéane masne kiseline

| upala crijevne stijenke

( Q

( | | | L
e S ot ey . ) =~ =
o ‘ 7 Promijenjena < 3' < %
- crijevna mikrobiota - n TV

TRFRFERCXNTUENT | TR ENT TN TN

Uremiéki toksini ulaze u
krvotok

Slika 2. Priljev ureje i prehrana siromasna vlaknima dovodi do promjene crijevne mikrobiote. Disbioti¢na mikrobiota je
povezana s kroni¢nom upalom duz gastrointestinalnog sustava, disrupcijom proteina zonae ocludens, smanjene produkcije
kratko lan¢anih masnih kiselina (koje su vazan izvor prehrane za enterocite) te proizvodnje uremickih toksina kao §to su
indoksil sulfat i p-kresil sulfat. Ti uremicki toksini bivaju translocirani u sistemski krvotok i induciraju razne sistemske u¢inke,
izmedu ostalog fibrozu bubrega (29).
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3.3. Sistemski uéinci uremic¢nih toksina

Kao §to je ve¢ bilo navedeno, u zdravih pojedinaca uremicki toksini, koje stvara crijevna
mikrobiota (TMAO, p-CS, IS, amonijak i ostali), uspjes$no se odstranjuju putem bubrega. No,
u pacijenata s KBB-om oni se nakupljaju u tjelesnim teku¢inama te ostvaruju sistemne uéinke.

Izmedu ostalog, dovode do progresije KBB-a (Slika 3.).

SRCE
Ateroskleroza
Hipertrofija

Fibroza

CRIJEVA Produkti BUBREG
podrijetlom iz

Disfunkcija i
jore ) | e )|
barijere
L Uremicki
Disbioza .
toksini

Konstipacija

Bakterijska DNA

Slika 3. Shematski prikaz odnosa izmedu crijeva, bubrega i srca (50). TMAO: trimethylamine-N-oxide

3.3.1. Ucinak na fibrozu bubrega 1 progresiju KBB-a
TMAO je metabolit koji, kada se nade u sistemnoj cirkulaciji, potice aterosklerozu i trombozu.
Razine TMAO-a u plazmi koreliraju s petogodisnjim rizikom smrtnosti kod KBB- pacijenata.
Dodavanje TMAO-a u prehranu zivotinjskih modela je pokazalo povec¢anu tubulointersticijsku
fibrozu s progresivnim gubitkom bubrezne funkcije. (51) Takoder, koncentracija TMAO-a
dobro korelira s pokazateljima sistemne upale i ona je neovisni prediktor smrtnosti pacijenata
s KBB-om (51). U ,Framingham Heart Study®“, koja je ukljucivala 1434 sudionika s

normalnom bubreznom funkcijom na pocetku, povecan kolin i TMAO su bili predskazatelji
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razvitka KBB-a (52). Mnoge studije do sada su pokazale smanjen rizik od KBB-a i KVB-a u
vegetarijanaca 1 vegana. Obi¢no se ta cinjenica objasnjavala niskom razinom unosa
prehrambenog kolesterola i zasi¢enih masnih kiselina (53). No, kako znamo da se prekursori
TMAO-a (L-karnitin i kolin) nalaze u Zivotinjskim proizvodima, doslo se do zakljucka kako bi
1 to mogao biti jedan od razloga zasto ta populacija ljudi ima smanjen rizik za nastanak KBB-
a i KVB-a. IS pridonosi progresiji KVB-a i KBB-a. lako vaskularni uéinci mogu takoder
utjecati na progresiju KBB-a, IS pokazuje i direktne u¢inke na bubrezne stanice. Ichii i
suradnici (54) su proucavali toksi¢ni u¢inak IS na podocite. Kontinuirana ekspozicija IS-om u
miSevima dovela je do povecanja aril hidrokarbon receptora (AhR) koji sluzi kao
transkripcijski regulator u podocitima. To je dovelo do odredenih patoloskih promjena bazalne
membrane, nozica podocita i formiranja citoplazmatskih vakuola (54). Takoder, pokazalo se
da u tubularnim stanicama on povecava oksidacijski stres, upalu te ima profibroti¢ki ué¢inak
(55). Ostala istrazivanja su pokazala da takoder i p-CS inducira oksidacijski stres u humanim

tubularnim stanicama (56).

3.4. Terapeutske intervencije za promijenjenu crijevnu mikrobiotu
Nova saznanja o ulozi crijevne mikrobiote u odrZavanju fizioloSkih mehanizama te saznanja o
patoloSkim posljedicama disbioti¢éne mikrobiote dovela su do istrazivanja razli¢itih nacina na
koji se promijenjena mikrobiota mozZe ponovo Vratiti u normalu. Vecina terapijskih pristupa
imaju za cilj modulirati mikrookoli§ debelog crijeva ili pak smanjiti apsorpciju uremickih

toksina.
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3.4.1. Prehrambene intervencije
Pacijentima s KBB-om obi¢no se preporucuje prehrana niska kalijem i fosforom radi toga $to
su visoke razine tih elektrolita povezane s povec¢anim rizikom od smrtnosti. (57) Nazalost,
takva prehrambena ograni¢enja mijenjaju sastav crijevne mikrobiote. Poglavito restrikcija
kalija je protivna prehrani temeljenoj na cjelovitim biljnim namirnicama koja je povezana s
boljim ishodom kod KBB-pacijenata (58-60). Takoder su te opservacijske studije potvrdene
randomiziranim klinickim studijama (61-63). Zbog takvih rezultata potrebna je revizija te
ustaljene prakse preporuke prehrambenih ogranicenja (64). Zaista, postoje prikazi slucajeva,
koji povezuju hiperkalijemiju s prehrambenim navikama, ali su oni povezani s biljnim i voénim
sokovima, pretjeranom konzumacijom suhog voca i koriStenjem dodataka prehrani koji sadrze
velike koli¢ine kalija (65). Za ove tvari potrebno je ograni¢enje unosa. Medutim, pregledom
literature nisu pronadene klinicke studije koje povezuju hiperkalijemiju s prehranom
temeljenoj na cjelovitim biljnim namirnicama, osim jednog slucaja u kojem je pacijent vec¢

prije bolovao od renalne tubularne acidoze (66).

Znano je da su prehrambene navike klju¢ni ¢imbenik promjene crijevne mikrobiote (23).
Marques i suradnici (67) su proucavali utjecaj biljne prehrane na sastav mikrobiote u miseva
te ga usporedili s kontrolnom skupinom. Biljna prehrana s visokim udjelom vlakana dovela je
do smanjenja crijevne disbioze i povecanja prevalencija Bacteroides vrsta. U usporedbi s
kontrolnom skupinom, to je dovelo do smanjenja sistoli¢kog i dijastoli¢kog tlaka, srcane
fibroze i hipertrofije lijeve klijetke (67). Nekoliko studija je potvrdilo ¢injenicu da povisen
unos proteina dovodi do poveéane produkcije uremickih toksina (68,69). Cinjenica je da ovdje
posebno dolazi do izrazaja konzumacija crvenog mesa nakon koje se mjere poveéane razine
TMAO-3a, 1S-a i p-CS-a (70). Izbjegavanje unosa mesa i mesnih preradevina bi zbog tih
¢injenica bila dobra strategija u smanjenju kardiovaskularnog rizika i progresije KBB-a (71).

Patel i suradnici (69) su pokazali da je kod ispitanika s normalnim parametrima bubrezne
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funkcije, stvaranje p-CS i IS bilo u prosjeku 60% nize kod vegetarijanaca, nego ispitanika koji
su bili na nerestriktivnoj dijeti. Zaista, presje¢na studija je pokazala da su vegetarijanci na
hemodijalizi, u usporedbi sa svejedima na hemodijalizi, imali nize razine IS-a i p-CS-a (68).
Vjerojatni razlog je tome viSa razina unosa vlakana i manja razina unosa proteina. No, vazno
je zapaziti da dobrobiti biljne prehrane nisu vjerojatno isklju¢ivo vezane za proteine i vlakna,

veé i za niz drugih aktivnih sastojaka koji su vezani za biljnu prehranu.

3.4.2. Probiotici i prebiotici
Brojni istrazivaci su testirali utjecaj probiotika na KBB s ciljem stvaranja manje patogene
crijevne flore i sukladno tome manje uremickih toksina. No, rezultati studija su bili razliciti.
Pilot studija na pacijentima u stadiju 3 i 4 KBB-a, u kojoj su pacijenti bili lije¢eni Steptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus i Bifidobacterium longum, dovela je nakon 6 mjeseci
do znacajnog smanjenja razine ureje u krvi i poboljSanja kvalitete zivota (72). No,
randomizirana klinicka studija nije pokazala iste rezultate (73). Nedostatak koristi od
probiotika moZe se objasniti trajnim promjenama crijevnog miljea koje su inducirane
uremijom, te prehrambenim rezimima Koji stvaraju nepovoljno okruzenje za rast dobre
mikrobiote (43). Slijedom toga, pokuSaji obnove crijevne mikrobiote bez istodobnog
poboljsanja biokemijskog profila crijevnog miljea su beskorisni (43). Kako bi se zaobisao ovaj
problem, SYNERGY studija je ispitivala utjecaj kombinacije probiotic¢ke i prebioti¢ke terapije
tijekom 6 tjedana kod pacijenata s KBB-om. Rezultati su bili smanjenje p-CS-a i poboljsanje
profila crijevne mikrobiote (74). Potrebne su studije duzeg trajanja kako bi se bolje ispitao

utjecaj probioticke i prebioticke terapije na KBB.
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3.4.3. Aktivni ugljen
Aktivni ugljen je u Sirokoj uporabi u lijeCenju akutnog trovanja. AST-120 je visoko potentan
preparat aktivnog ugljena koji je u animalnim modelima pokazao moguénost djelomic¢ne
obnove proteina zonae ocludens i smanjenja upalnih markera kao $to su endotoksin, IL-6 i
TNF-a. (75) No, ti nalazi nisu bili potvrdeni u randomiziranim klini¢ckim studijama provedenim

u Japanu i SAD-u (76,77).

3.4.4. ,Pametne” bakterije
Od nedavno, zahvaljujuci napretku tehnologije, znanstvenici uspijevaju manipulirati crijevnim
bakterijama. Ta Cinjenica predstavlja potencijalnu snaznu terapeutsku strategiju u prevenciji i
lijeCenju bolesti. Devlin i1 suradnici (78) su predlozili inovativni nain pristupu uremic¢kim
toksinima. Oni su uklonili gene za triptofanazu, BT1492 u Bacteroides soju. Kolonizacija
eksperimentalnih miseva tim mutantom dovela je do smanjenje razina 1S-a (78). Relativno
nedavno se pojavio taj koncept inzenjeringa bakterija, odnosno stvaranja tzv. ,,pametne®
bakterije. lako je to polje tek u zacecima te je bazirano na genetickim manipulacijama

mikroorganizama, ono bi moglo u buduénosti potencijalno biti od koristi.

3.4.5. Transplantacija fekalne mikrobiote

Transplantacija fekalne mikrobiote (FMT) je proces u kojem se fekalne bakterije
transplantiraju od zdravog pojedinca, darivatelja, u primatelja. FMT ukljucuje obnavljanje
crijevne flore unosom zdrave bakterijske flore pomocu infuzije stolice. Uspjeh FMT-metode
je najrasireniji kod lijeCenja infekcije Clostridioides dificile, gdje je ona uspjesna u otprilike
80% slucajeva (79). Takoder, ovaj vid lijeCenja trenutno prolazi kroz evaluaciju i za niz drugih
bolesti, kao $to su upalne bolesti crijeva, autizam (80), maligne bolesti, dijabetes (81) i druge.
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Zbog toga postoji potencijal i za ovaj vid lijeCenja kod pacijenata s KBB-om, ali, naravno,
potrebno je uciniti dvostruko slijepe randomizirane klinicke studije kako bi se pokazalo postoji

li korist FMT u bolesnika s KBB-om.
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4. Rasprava

Jos prije vise od 2000 godina Hipokrat je ustvrdio kako: ,,Sve bolesti po¢inju u crijevima.*
lako je povezanost izmedu crijeva i pojavnosti bolesti znana ve¢ toliko dugo, tek nedavno je
znanstvena zajednica pokazala interes za proucavanje crijevne mikrobiote. Broj znanstvenih
radova, koji spominju rije¢ ,,mikrobiota“, se povecao od 75, 2001. godine do 13177, 2019.
godine (82). Ta cinjenica rezultirala je iznimnim napredovanjem u razumijevanju slozene

patofizioloske interakcije izmedu crijeva i ostalih organa.

Razumijevanje utjecaja promijenjene crijevne mikrobiote na progresiju KBB-a, bilo da se radi
0 poticanju upale preko propusnosti crijeva, kroz stvaranje uremijskih toksina ili njihovih
prekursora, ili pak smanjenom prisutnosé¢u nefroprotektivnih molekula, moze potencijalno
uvelike pomoéi pri lije¢enju pacijenata s KBB-om i dovesti do nekih novih terapijskih pristupa
usmjerenih na usporavanje progresije KBB-a (50). Treba se sjetiti da ¢ak i kod bolesnika na
dijalizi usporavanje progresivnog gubitka ostatne bubrezne funkcije moze imati znacajan
klini¢ki utjecaj jer je ostatna bubrezna funkcija obrnuto proporcionalno sa smrtnoséu. Raspon
potencijalnih intervencija obuhvaéa razne metode, a sve u svrhu promjene crijevne mikrobiote
te povratak simbiotskog odnosa izmedu crijevne mikrobiote 1 pacijenta ili pak smanjenja
apsorpcije crijevnih toksina koji su derivati disbioticnog crijevnog miljea (83). Zbog tih
saznanja 0 utjecaju crijevne mikrobiote na razvitak i progresiju bolesti, manipulacija
mikrobiotom ima veliki potencijal u lijeCenju i prevenciji KBB-a. Potrebno je provesti jo$ vise
pretklini¢kih i klini¢kih studija kako bi imali jo$ jasniju sliku o patofizioloskim mehanizmima

koji djeluju izmedu crijeva — bubrega — srca.
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5. Zakljucak

Crijevni okoli$ kod KBB-a je promijenjen zbog ograni¢ene prehrane, dotoka ureje iz cirkulacije
I primjene odredenih lijekova. Takva promijenjena, disbioti¢na crijevna flora dovodi do
produkcije uremickih toksina, kao §to su TMAO, IS, p-CS i mnogi drugi. Crijevna upala i
oStecenje epitelne barijere dovodi do sistemske translokacije tih bakterijskih nusprodukata koji
izazivaju oksidacijski stres te dovode do daljnje progresije KBB-a. Razine uremickih toksina

neovisno korelilraju s pove¢anim smrtnim rizikom.
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6. Sazetak

Kod pacijenata, koji boluju od kroni¢ne bubrezne bolesti (KBB), takoder je pristutna dishioza
crijeva. KBB i crijevna disbioza imaju dvosmjeran odnos, gdje jedno uzrokuje drugo i obratno.
U disbioti¢nim crijevima nalazimo smanjen broj korisnih bakterija koje proizvode kratko
lan¢ane masne kiseline koje su esencijalan nutrijent za epitel kolona. S druge strane, nalazimo
i povecan broj bakterija koje proizvode uremicke toksine, kao §to su trimetilamin-N-oksid,
indoksil sulfat, p-kresil sulfat i ostali. Zbog crijevne upale i degradacije proteina zonae
ocludens dolazi do translokacije tih toksina u sistemnu cirkulaciju, gdje oni ostvaruju u¢inke
na veéinu organskih sustava pa tako i na bubreg u vidu bubrezne fibroze. Vise razine tih
uremicki toksina su povezane s ve¢om razinom kardiovaskularnih dogadaja, od Cega pacijenti
s KBB-om najée$¢e umiruy, te s ukupnim mortalitetom. Zbog svoje plasti¢nosti, mikrobiota
predstavlja manipulativni ,,organ®. Postoji nekoliko na¢ina koji su predlozeni za manipulaciju
tim ,,organom®. Oni ukljuCuju prehrambene intervencije, prebiotici i probiotici, uporabu
aktivnog ugljena te novije metode, kao §to su transplantacija fekalne mikrobiote ili uporaba
,,pametnih® bakterija. Kako bi jo$ bolje shvatili ulogu crijevne mikrobiote u zdravlju i bolesti,

potrebno je provesti jo§ vise bazic¢nih i klini¢kih istrazivanja.

Klju¢ne rijeci: kroni¢na bubrezna bolest, mikrobiota, uremicki toksini, oksidacijski stres
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/. Summary

Patients who suffer from chronic kidney disease (CKD) often have abnormal gut flora. CKD
and dysbiotic gut have bidirectional relationship, whereby one causes the other and the other
way around. In dysbiotic gut there is lower number of beneficial bacteria which produce short
chain fatty acids, which are essential nutrient for colonic ephitilium. On the other hand, there
is also increased number of those bacteria which produce uremic toxins, such as TMAO,
indoxy sulphate, p-cresyl sulphate and others. Because of gut inflamation and degredation of
proteins that make zonae ocludens there is translocation of these toxins in system circulation
where they produce effects on number of organ systems, including kidneys, where they
promote kidney fibrosis. High levels of these uremic toxins correlate with higher incidence of
cardiovascular events, which are the most common causes of death in CKD patiens, as well as
overall mortality. Because of its plasticity, gut microbiota can be called manipulative ,,organ®.
There are several ways which are suggested in manipulation with these ,,organ*. Those are:
nutrition interventions, prebiotics and probiotics, activeted charcoal and some new methods
like transplantation of fecal microbiota or use of ,,smart* bacteria. In order to better understand
the role of the intestinal microbiota in health and disease, even more basic and clinical research

is needed.

Key words: chronic kidney disease, microbiota, uremic toxins. oxidative stress
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