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Popis skracenica i akronima:

BB-DR — dijabetes rezistentni Bio Breeding Stakori, engl. Bio Breeding diabetes resistant
BB-DP — dijabetes skloni Bio Breeding Stakori, engl. Bio Breeding diabetes prone
DKA — dijabeti¢ka ketoacidoza

FMT — transplantacija fekalne mikrobiote, engl. fecal microbiota transplant

FXR - engl. farnesoid X receptor

GALT — limfati¢no tkivo probavnog sustava, engl. gut-associated lymphoid tissue
GF — bez klica, engl. germ-free

LPS — lipopolisaharid

NOD — nepretili misevi s dijabetesom, engl. non-obese diabetic

OGTT - oralni test optereéenja glukozom

SCFA — kratkolan¢ane masne kiseline, engl. short chain fatty acids

SB — ecerna bolest



1. Uvod

Secéerna bolest (SB) kroni¢ni je metaboli¢ki poremecaj karakteriziran hiperglikemijom bilo zbog
inzulinske rezistencije ili nedostatka inzulina. Postoje dva glavna tipa $e¢erne bolesti, SB tip 1,
koja je autoimuno posredovana, i SB tip 2, koja se javlja zbog raznih genskih i okolinih
¢Gimbenika (1). Incidencija i prevalencija SB tip 1 i SB tip 2 razli¢ita je u populaciji na temelju

dobi, rase, etnicke pripadnosti, geografskog polozaja i socioekonomskog statusa (2).

SB tip 2 jedna je od najée$éih metabolickih bolesti na svijetu. Zbog porasta morbiditeta i
mortaliteta, postala je globalni zdravstveni problem (3). Dvostruka epidemija pretilosti i SB
tipa 2 stvorila je obilje literature o slozenim mehanizmima ljudskog metabolizma opéenito, a
posebno o inzulinskoj rezistenciji. Sve je vise literature koja svoju pozornost usmjerava na jos
jednog moguceg krivca za razvoj same bolesti: crijevnu mikrobiotu (4). Za razliku od SB tip 2,
SB tipa 1 karakterizira autoimuno ostecenje beta stanica gusterace koje proizvode inzulin. lako
se patogeneza SB tip 1 razlikuje od SB tip 2, neke su studije takoder uocile izmijenjenu
mikrobiotu i kod SB tip 1. Naime, pretpostavlja se da se disbioza crijevne mikrobiote javlja rano
u Zivotu i pogorsava upalu crijeva, utjecuci na imunoloski sustav, prije klinicke manifestacije

bolesti (5).

Gastrointestinalni trakt ima sloZzenu i raznoliku populaciju mikroorganizama koji ¢ine humanu
crijevnu mikrobiotu. Kada crijevna mikrobiota promijeni svoj bakterijski sastav, stanje koje
nazivamo disbiozom, to stvara predispoziciju za upalu, Sto istraZivanja pokazuju da je pocetak
promijenjene homeostaze crijeva kod pacijenata s dijabetesom (1). Intestinalna disbioza
promatrana kod osoba sa SB pridonosi smanjenoj osjetljivosti na inzulin i lo$oj kontroli
glikemije. LijeCenje promjenom prehrane, uzimanjem dodataka poput prebiotika/probiotika i

transplantacijom fekalne mikrobiote moze se pozitivno utjecati na promjene u disbiozi (1).



2. Svrha rada

Svrha diplomskog rada je istraZiti ulogu crijevne mikrobiote u patogenezi SB tipa 1 i tipa 2 te
istraziti mogucnosti njenog moduliranja u svrhu lijecenja. Kroz pregled relevantne literature,
cilj je ustanoviti kako sastav mikrobiote moZe utjecati na metaboli¢ke procese povezane sa SB,
uklju€ujuc¢i metabolizam glukoze i inzulinsku osjetljivost. Dokazano je da kroni¢no povisene
razine glukoze u krvi dovode do razvoja mikrovaskularnih (retinopatija, nefropatija,
neuropatija) i makrovaskularnih komplikacija (ishemijska bolest srca, periferna arterijska
bolest, moZzdani udar) sa zahvacenosS¢u vise organa, znacajno povezane s povecéanim
morbiditetom i mortalitetom. Takoder, cilj je istraziti kako manipulacija crijevhom
mikrobiotom, primjerice putem dodataka kao S$to su probiotici i prebiotici ili pak
transplantacijom fekalne mikrobiote, moZe imati terapijski potencijal u prevenciji ili lije¢enju

v

SB.



3. Opcenito o Secernoj bolesti

SB tipa 1 uzrokovana je nedostatkom inzulina nakon uni$tenja beta stanica gusterace koje
proizvode inzulin. NajceSée se javlja u djetinjstvu, ali oko jedne cetvrtine slucajeva
dijagnosticira se u odraslih. SB tipa 1 ostaje najée$¢i oblik dijabetesa u djetinjstvu, unato¢ sve

ve¢em porastu prevalencije SB tipa 2 (6).

SB tipa 2 karakterizirana je hiperglikemijom, inzulinskom rezistencijom i relativnim o$tecenjem
izlucivanja inzulina. Patogeneza je samo djelomicno otkrivena, ali je heterogena te ukljucuje i
genetske ¢imbenike koji utje€u na otpustanje inzulina i odgovor na inzulin te okolisSne, poput

pretilosti (7).

3.1. Epidemiologija, klinicka prezentacija, dijagnostika Secerne
bolesti tip 1
SB tip 1 ¢&ini 5% do 10% ukupnih sluajeva dijabetesa u svijetu. Epidemiologija SB tipa 1
iskazana prevalencijom i incidencijom jako varira medu pojedinim drzavama (8). Incidencija
varira od 0,1 u Fijiju do 57,6 u Finskoj na 100 000 stanovnika iste dobi. Nakon Finske, Velika
Britanija (33/100 000), Svedska (34/100 000), Kanada (35,1/100 000) i Sardinija (40/100 000)
imaju najvecu incidenciju (8). Dob u kojoj se SB tip 1 javlja u djetinjstvu ima bimodalnu
distribuciju, s jednim vrhuncem u dobi od Cetiri do Sest godina i drugim u ranom pubertetu,
izmedu 10 i 14 godina. Prvi vrhunac incidencije pojavljuje se u dobi polaska djece u Skolu, sto
dijete izlaze povecanom broju infektivnih ¢imbenika. Drugi vrSak incidencije, u razdoblju
puberteta, rezultat je povecanog izluéivanja spolnih hormona i hormona rasta koji djeluju kao
antagonisti inzulina, kao i emocionalnog stresa koji je ¢est u toj dobi (8). Sveukupno, u oko
45% djece bolest se manifestira prije 10. godine. SB tip 1 odgovorna je za gotovo sve slucajeve
dijabetesa prije 10. godine Zivota, 90% slucajeva kod djece izmedu 10 i 14 godina te 80% kod
mladih od 15 do 19 godina (6). lako je vecina autoimunih bolesti ¢e$éa kod Zena, nema velikih

spolnih razlika u ukupnoj incidenciji SB tipa 1 u djetinjstvu (6).

U klini¢koj prezentaciji, SB tip 1 ima tri poetne prezentacije. SB tip 1 moze se inicijalno
prezentirati kao klasicna nova pojava polidipsije, poliurije i gubitka tjelesne mase s
hiperglikemijom i ketonemijom ili ketonurijom. Takoder se moze prezentirati kao dijabeticka

ketoacidoza (DKA) ili kao asimptomatsko slucajno otkri¢e (6). Hiperglikemija bez acidoze
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najée$éa je manifestacija SB tip 1 u djetinjstvu u vecini populacija. Poliurija se javlja kada
koncentracija glukoze u serumu poraste iznad 10 mmol/L, prekoracujucéi bubrezni prag za
glukozu, Sto dovodi do povecanog izluCivanja glukoze mokraéom. Glikozurija uzrokuje
osmotsku diurezu i hipovolemiju. Poliurija se moZze manifestirati kao nokturija, mokrenje u
krevet ili dnevna inkontinencija u djeteta koje je prethodno imalo kontinenciju. Kod djece koja
nisu naucena koristiti toalet, njegovatelji mogu primijetiti povecanu ucestalost mokrih pelena
i/ili pelena koje su neobicno teske (mokre) (6). Polidipsija je posljedica pojacane Zedi zbog
poveéane osmolalnosti seruma zbog hiperglikemije i hipovolemije. Unato¢ hipovolemiji,
bolesnici mozda nece imati klasi¢ne znakove suhe sluznice ili smanjenog turgora koze. Gubitak
tjelesne mase rezultat je hipovolemije i pojacanog katabolizma. Nedostatak inzulina u djece s
i miSi¢a. U pocetku je apetit povecan, no s viemenom su djeca vise Zedna nego gladna, a ketoza
dovodi do mucnine i anoreksije, Sto pridonosi gubitku mase (6). DKA drugi je najées¢i oblik
prezentacije SB tipa 1 u veéini populacija. Simptomi su sliéni, ali obi¢no teZi nego kod
pacijenata bez acidoze. Uz poliuriju, polidipsiju i gubitak tjelesne mase, bolesnici s
ketoacidozom mogu imati dah s mirisom voca, pojatanu pospanost i letargiju. DKA moze se
pogresno protumaciti kao akutna bolest povradanja jer su klasi¢ni simptomi dehidracije

(smanjeno mokrenje) maskirani poliurijom koja je povezana s glukozurijom.

Dijagnosticki kriteriji za dijabetes su: glukoza u plazmi nataste 27 mmol/L, nasumi¢no mjerena
glukoza u plazmi 211.1 mmol/L u bolesnika s klasicnim simptomima dijabetesa, glikirani
hemoglobin (HbAlc) >6,5%, glukoza u plazmi >11,1 mmol/L izmjerena dva sata nakon
optereéenja glukozom od 1,75 g/kg (maksimalna doza od 75 g) u oralnom testu tolerancije
glukoze (OGTT). Vecina djece i adolescenata ima simptome i koncentraciju glukoze u plazmi

znatno iznad 11,1 mmol/L, stoga je OGTT rijetko potreban za dijagnosticiranje SB tip 1 (6).

3.2. Epidemiologija, klinicka prezentacija i dijagnostika Secerne
bolesti tip 2
Procjenjuje se da od SB tipa 2 boluje oko 530 milijuna odraslih osoba diljem svijeta, s

globalnom prevalencijom od 10,5% medu odraslim osobama u dobi od 20 do 79 godina (9).

SB tipa 2 predstavlja priblizno 98% globalnih dijagnoza dijabetesa, iako taj udio uvelike varira



medu pojedinim zemljama (9). Prema podacima CroDiab Registra o osobama oboljelim od SB,
u Hrvatskoj je u 2023. godini zabiljezeno 395 058 slucajeva, pri ¢emu se broj oboljelih
kontinuirano povecava svake godine (10). Prethodna istraZivanja sugeriraju da je samo 60%
oboljelih osoba u Hrvatskoj dobilo sluzbenu dijagnozu, sto ukazuje da je ukupan broj oboljelih
gotovo 600 000 (10). SB zauzima etvrto mjesto medu uzrocima smrti u Hrvatskoj, s udjelom

od 7,8% u 2022. godini (10).

SB tipa 2 daleko je najéedéi tip dijabetesa u odraslih (>90%) i karakteriziran je hiperglikemijom,
obi¢no zbog progresivnog gubitka izlucivanja inzulina iz beta stanica u pozadini inzulinske
rezistencije, Sto rezultira relativnim nedostatkom inzulina. Vecina pacijenata je asimptomatska
u inicijalnoj prezentaciji, s hiperglikemijom primije¢enom u rutinskoj laboratorijskoj procjeni,
Sto poti¢e daljnje pretrage. Ucestalost simptomatskog dijabetesa smanjuje se paralelno s
poboljSanim naporima da se dijagnoza dijabetesa ranije dijagnosticira probirom (11). Klasi¢ni
simptomi hiperglikemije (ukljucujuéi poliuriju, polidipsiju, nokturiju, zamagljen vid i gubitak
tezine) Cesto se primjeéuju tek retrospektivno nakon sto se dokaze da je vrijednost glukoze u

krvi poviSena (11).

Postavljanje dijagnoze SB ovisi o procjeni razine glukoze u krvi nakon gladovanja (nataste),
nakon OGTT-a ili putem slu¢ajnog uzimanja uzorka krvi, uz uzimanje u obzir klini¢kih simptoma

bolesti ili njihove odsutnosti (12).

3.3. Genetski i okoliSni faktori povezani sa Secernom bolesti
Incidencija i prevalencija SB rapidno raste diljem svijeta. Njegova sve veca prevalencija moze
se objasniti nepromjenjivim ¢imbenicima, kao Sto je starenje stanovnistva, i promjenjivim

¢imbenicima poput prekomjerne tezine ili pretilosti te nezdravih Zivotnih navika (13).

Pretilost je sve ¢eSée stanje povezano s povecanim rizikom od inzulinske rezistencije, a time i
SB tipa 2 i kardiovaskularnih bolesti. Uzro¢na uloga pretilosti u SB tipa 2 istaknuta je éinjenicom
da je preventivno smanjenje tjelesne teZine povezano sa smanjenom incidencijom same
bolesti u vise studija. Stovise, gubitak tjelesne teZine nakon barijatrijske kirurgije u pacijenata
sa pretilod¢u i SB tipa 2 dovodi do brzog preokreta patofiziologije i kasnijeg povladenja

dijabetesa (14).



Eksperimentalne i epidemioloske studije sugeriraju da brojni ¢imbenici, ukljucujuéi prehranu,
unos vitamina D, infekcije i crijevnu mikrobiotu, mogu pogodovati razvoju SB tip 1.
Pretpostavlja se da svi ovi ¢imbenici mogu modificirati ekspresiju gena kroz epigenetske
mehanizme tako da induciraju aberantni imunoloski odgovor i autoimunitet otociéa (15). Kada
govorimo o genetskim &imbenicima, vise od 50 gena povezanih sa SB tip 1 otkriveno je
analizom obiteljske povezanosti i studijama povezanosti na cijelom genomu. Naime, ne
pridonosi svaki gen podjednako na razvoj SB. Konkretno, geni HLA-DR i HLA-DQ_odgovorni su
za otprilike 40% do 50% rizika od bolesti (16). Drugi geni, ukljucujuéi PTPN22, IL2Ra i CTLA4

takoder su usko povezani sa SB tip 1 (16).

4. Humana crijevna mikrobiota i mikrobiom

Crijevna mikrobiota slozena je zajednica mikroorganizama koja Zivi u probavnom traktu ljudi i
Zivotinja. Kod ljudi, crijevna mikrobiota ima najvecu koli¢inu mikroorganizama i najvecu

raznolikost pojedinih vrsta u odnosu na ostale organe (17).

Gastrointestinalni trakt dojencadi prolazi kroz brzu mikrobnu kolonizaciju, ponajprije pod
utjecajem nacina poroda. Vaginalno rodena dojenéad u pocetku ima mikrobiotu sli¢nu
majcinoj vaginalnoj flori, dok intestinalna mikrobiota dojencadi rodene carskim rezom
pokazuje skupine mikroorganizama tipi¢no nadenih na koZi. Stjecanje mikrobiote nastavlja se
tijekom djetinjstva, a crijevni mikrobiom pocinje nalikovati mikrobiomu odraslih u dobi od
jedne godine (17). Tijekom prve dvije godine Zivota, filogenetska raznolikost stalno se
povecava. Znacajne promjene u crijevnoj mikrobioti dogadaju se na klju¢nim prekretnicama:
pocetkom dojenja, pojavom vrucice, uvodenjem ¢vrste hrane i lije€enjem antibioticima. Svaka
promjena prehrane povezana je s promjenama mikrobiote i obogacivanjem gena, kao Sto su
geni za biosintezu vitamina i probavu polisaharida nakon prelaska djeteta na prehranu za

odrasle (18).

Mikrobiota probavnog sustava moze pridonijeti prekomjernoj adipoznosti domacdina, zastititi
od razvoja SB tipa 1 te izazvati kolitis i metaboli¢ki sindrom. Stoga je mikrobiota predlozena

kao meta za terapijsku intervenciju za neke od kroni¢nih bolesti (18).



4.1. Definicija, struktura i funkcije crijevne mikrobiote i

mikrobioma
Ljudska mikrobiota sastoji se od 10 do 100 trilijuna stanica mikroorganizama u simbiozi koje
nosi svaka osoba, prvenstveno bakterija u crijevima. Ljudski mikrobiom sastoji se od gena koje
te stanice nose (19). U cjelini, crijevni mikrobiom je vise od 100 puta vedi od ljudskog genoma
te pridonosi cjelokupnom metabolizmu i ima vaznu ulogu u pretvaranju hranidbenih
namirnica u hranjive tvari i energiju (20). Crijevna mikrobiota sastoji se od viSe od 1500 vrsta,
rasporedenih u vise od 50 razli¢itih phyla (17). Ovaj sustav sastoji se od mikroorganizama kao
Sto su bakterije, arheje, gljivice i virusi koji su rasporedeni kroz cijeli gastrointestinalni trakt
(21). Zabiljezeno je da su Phyla Bacteroidetes i Firmicutes, a zatim Proteobacteria,
Fusobacteria, Tenericutes, Actinobacteria i Verrucomicrobia bile najmnogobrojnije skupine,
¢ineci do 90% ukupne populacije mikroorganizama u ljudi (3). Najdominantniji rod u distalnom
jednjaku, dvanaesniku i jejunumu je Streptococcus. U Zelucu dominiraju vrste Helicobacter
pylori, Streptococcus, Prevotella, Veillonella i Rothia (22). Najzastupljeniji rodovi
mikroorganizama u debelom crijevu su Firmicutes i Bacteroidetes, a osim njih prisutni su i
patogeni Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Vibrio cholerae, Escherichia coli i
Bacteroides fragilis, ali brojcano puno manje (22). Bacteroides, Bifidobacterium,
Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus, Clostridium, Lactobacillus i Ruminococcus
su rodovi mikroorganizama prisutni u lumenu gastrointestinalnog trakta i koji se mogu
identificirati u stolici, a rodovi Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus i Akkermansia prisutni

su u mukoznom sloju i epitelnim kriptama tankog crijeva (22).

Oblikovanje i umnaZanje crijevnog mikrobioma zapocinje rodenjem dok modifikacija njihovog
sastava ovisi uglavnom o razli¢itim genetskim, prehrambenim i okolisnim ¢imbenicima.
Promjena u sastavu i funkcijama crijevne mikrobiote moZze promijeniti crijevnu propusnost,
probavu i metabolizam kao i imunoloski odgovor (17). Nakon rodenja, prvi mikroorganizmi
koji koloniziraju crijevo potjecu s epitela vagine majke, ali i iz okoline. Mikroorganizmi iz
okoline ukljucuju enterobakterije, enterokoke te anaerobne mikroorganizme kao $to su

Bifidobacteria, Clostridia, Bacteroides te anaerobne streptokoke (23).

Osim klju¢ne uloge u probavi i metabolizmu, crijevna mikrobiota ima mnogo drugih znacajnih
funkcija u ljudskom tijelu, ukljucujuéi podrzavanje zastite od patogena koloniziranjem povrsina
sluznice i stvaranje razli¢itih antimikrobnih tvari, jatanje imunoloskog sustava, kontrola
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proliferacije i diferencijacije epitelnih stanica, modificiranje inzulinske rezistencije i utjecaj na
sekreciju inzulina, utjecaj na komunikaciju izmedu mozga i crijeva, a time i na mentalne i
neuroloske funkcije domacdina (17). Mikrobiota aktivno sudjeluje u regulaciji metabolizma
ugljikohidrata, bjelanc¢evina i lipida putem razli¢itih mehanizama kao Sto su ekspresija vlastitih
enzima, utjecaj na enzime domacina te procesom fermentacije. Njezino djelovanje rezultira
sintezom kratkolanc¢anih masnih kiselina (SCFA; engl. short chain fatty acids) kao Sto su butirat,
propionat i acetat, koji su bogati izvori energije za domacina (23, 24). Nadalje, crijevna
mikrobiota doprinosi modulaciji imunoloskog sustava crijeva zajedno s urodenim i steCenim
imunoloSkim sustavom. Imunoloski sustav crijevne sluznice mora biti tolerantan na korisne

komenzale dok sprje¢ava prekomjerni rast i umnazanje patogena (24).

Mikrobiota koja promice zdravlje karakterizirana je odredenom razinom mikrobnog obilja i
raznolikosti na koju ne utjeCu prolazne smetnje uzrokovane infekcijama i lijeCenjem
antibioticima, a takoder je obogaéena genima uklju¢enima u fermentaciju i biosintezu SCFA

(25).

5. Secerna bolest tip 1 crijevna mikrobiota

Bududi da se SB tipa 1 ne pojavljuje kod mnogih pojedinaca koji su genetski predisponirani za
razvoj same bolesti, jasna je vaznost drugih determinanti odgovornih za porast incidencije SB
tip 1. Razni okolisni ¢imbenici predstavljaju dodatni rizik za autoimunu destrukciju beta stanica
Langerhansovih otoci¢a. Smatra se da brojni okidaci iz okolisa (npr. virusne infekcije,
gestacijske infekcije, cijepljenje u djetinjstvu, prehrana i osobito vrijeme prvog uvodenja
hrane) pridonose unistavanju beta stanica gusterace, ali njihovi mehanizmi djelovanja ostaju

uglavnom nepoznati (26).

Klinicka studija provedena na dojencadi pokazala je da genetski osjetljiva dojencad koja razvije
SB tip 1 tijekom Zivota ima manju raznolikost crijevne mikrobiote od one dojenéadi kod koje
se bolest ne razvije (27). Nije poznato kako su te specificne promjene u mikrobnim
populacijama povezane s patogenezom dijabetesa tipa 1, ali jedno je uvjerenje da odredeni
mikrobni antigeni poticu T-stanice ukljuéene u uniStavanje B-stanica. Moguce je da je ovaj
proces ubrzan disfunkcionalnom crijevnom barijerom koja je dugo klinicki i eksperimentalno

povezivana sa SB tip 1 (28).



Na temelju dostupne literature moze se pretpostaviti da je porast incidencije SB tip 1 u
posljednjih 50 godina barem djelomi¢no posljedica jednog od dva glavna mehanizma
povezana s crijevnim mikrobiomom. Prema prvom mehanizmu, neispravan razvoj i promjena
zdrave mikrobiote kod pojedinca s genetskim rizikom za razvoj SB tip 1 moZe dovesti do
oslabljene regulacije imunosnog odgovora koja posljedi¢no dovodi do autoimunog unistenja
beta stanica koje proizvode inzulin u gusteraci. Ovu pretpostavku potkrepljuju dokazi koji
sugeriraju da se imunoloska formacija potrebna za imunoregulaciju u velikoj mjeri razvija rano
u Zivotu sazrijevanjem i njegovanjem imunoloskog sustava mikrobiotom koja kolonizira
gastrointestinalni trakt, Zive¢i u simbiozi s domacdinom (29). Drugi mehanizam predstavlja
pojacanu propusnost crijevne epitelne barijere kao rezultat izmijenjene mikrobiote, odnosno

disbioze. Ovaj mehanizam moze djelovati neovisno o prvom ili paralelno s njim (29).

5.1. Uloga crijevne mikrobiote u patogenezi Secerne bolesti tip 1
Dokazi o mogucoj vezi izmedu mikrobiote i SB tip 1 proizadli su iz nekoliko studija na
Zivotinjama. Primjena pojedinacnih antibiotika (npr. vankomicina) ili kombinacija razlicitih
antibiotika pokrenula je promjene mikrobiote kod nepretilih miseva s dijabetesom (NOD, engl.

non-obese diabetic) Sto je dovelo do ubrzanog ili odgodenog napredovanja bolesti (26).

U proucavaniju crijevne mikroflore obi¢no se koriste misji modeli, a funkcija crijevne mikroflore
moze se modelirati za sisavce. IstraZivanja koja su koristila miSeve kao modele daju vazne uvide
i pomazu u razumijevanju odnosa izmedu crijevne mikroflore i nastanka SB. Mi%evi se opéenito
koriste kao preferirani model u istrazivanjima jer su crijevne strukture miseva i ljudi poprilicno

slicne (30).

Crijevnu mikrofloru bolesnika sa SB tip 1 karakterizira dominacija soja Bacteroidetes,
nedostatak bakterija koje proizvode masla¢nu kiselinu te smanjenje bakterijske i funkcionalne
raznolikosti. Bakterijske vrste koje pripadaju phyla Bacteroidetes mogu fermentirati glukozu i
laktat u propionat, acetat i sukcinat, dok ne mogu generirati butirat (31, 26). Butirat je kljucni
metabolit za intestinalnu homeostazu koji stimulira sintezu mucina i takoder moze smanijiti

propusnost crijeva omogucavajuci formiranje uskih spojeva (engl. tight junctions) (26).

Istrazivanje u kojoj su nepretili misevi s dijabetesom (NOD) hranjeni specificnom hranom ¢ime

su bakterije debelog crijeva tih miSeva otpustale velike koli¢ine octene kiseline ili butirata
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otkrila je da su klju¢ne karakteristike bolesti u negativnoj korelaciji s koncentracijama butirata
i acetata u krviiizmetu. Ukratko, istrazivanje sugerira da sastav crijevnih bakterija i proizvodnja
SCFA poput butirata i acetata mogu utjecati na razvoj SB tip 1, pri é€emu butirat potencijalno
nudi zastitne ucinke povecavanjem broja i funkcije regulatornih T-stanica, a acetat sprjecava

autoimune procese reduciranjem pojavnosti autoimunih T-stanica u limfoidnom tkivu (32).

Daljnje studije pokazale su da su se Bacteroides dorei i vulgatus zna¢ajno akumulirali u djece
s visokim rizikom od SB tipa 1 i povezivali s pozitivno$¢éu na autoantitijela (33, 34). Brojnost
bakterija koje proizvode SCFA te bakterija koje proizvode laktate smanjena je u bolesnika sa
SB tip 1. Smanjeni broj Lactobacillus i Bifidobacterium takoder se moze uociti na pocetku
bolesti (16). Sli¢ni rezultati ponovljeni su na Zivotinjama, $to je ilustrirano Cinjenicom da se
viSe Lactobacillus i Bifidobacterium moglo pronaci u bio-breeding Stakora otpornih na
dijabetes (BB-DR; engl. bio-breeding diabetes resistant), ali manje u bio-breeding Stakorima
sklonim dijabetesu tipa 1 (uzgojeni Stakori skloni dijabetesu, BB-DP; engl. bio-breeding
diabetes prone) (35). Bakterije koje proizvode laktat, ukljucujuc¢i probioticke sojeve
(Lactobacillus rhamnosus i L. reuteri, L. johnsonii N6.2, L. plantarum, Bifidobacterium lactis)

mogu sintetizirati butirat i tako sudjeluju u jacanju crijevne barijere (26).

Crijevni mikrobiom moze utjecati i na intestinalnu barijeru. Intestinalna barijera odrzava
stupanj propusnosti sluznice i odvaja luminalne antigene od unutrasnjosti tijela. Kada je
crijevna barijera poremecena, crijevna propusnost se moze povecati te se onda T-stanice
limfnih ¢vorova gusterade, osobito CD8+ T-stanice, aktiviraju i proliferiraju poti¢uéi inzulitis
(16). Zabiljezeno je da je crijevna propusnost u djece sa SB tip 1 bila znacajno vi$a nego u

kontrolnim skupinama (36).

5.2. Disbioza kao okolisni cimbenik za razvoj Secerne bolesti tip 1
Disbioza, odnosno promjene u sastavu crijevne mikroflore kod SB tipa 1 rezultiraju
promijenjenom raznoliko$¢u crijevnih mikroorganizama. Nekoliko je studija regrutiralo djecu
s pozitivnim autoantitijelima na beta stanice oto¢i¢a kojima je kasnije dijagnosticirana SB tipa
1 i otkrili smanjenu raznolikost crijevnih bakterija prije pocetka bolesti (16). Slicno, smanjena
raznolikost crijevnih mikroba pronadena je u dijabetickih Sprague-Dawley Stakora injiciranih

Streptozotocinom (16). Streptozotocin je najcesce koristena dijabetogena tvar za stvaranje
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Stakorskih modela s dijabetesom tipa 1 i tipa 2 (37). Ovi podaci pokazali su da su promjene u
crijevnim bakterijama usko povezane sa SB tip 1 i kod ljudi i kod Zivotinjskih modela. Nadalje,
pretpostavlja se da se disbioza crijevne mikrobiote javlja rano u Zivotu i pogorSava upalu
crijeva te da ¢ak utjeée i na imunologki sustav prije pojave bolesti. U ljudi koji razviju SB tip 1,
objavljeno je da je proupalno okruZenje u crijevima povezano s kombinacijom povecanog
relativnog obilja vrste Bacteroidetes i smanjene razine Firmicutes (38). U jednom
longitudinalnom istrazivanju, u uzorcima stolice djece pracene od 3. mjeseca do 5. godine
Yivota utvrdeno je da su djeca kojima je na kraju dijagnosticirana SB tip 1 sadrzavala vise razine
Bifidobacterium pseudocatenulatum, Roseburia hominis i Alistipes shahii, dok su kontrolne
skupine bez dijabetesa imale viSe razine Streptococcus thermophilus i Lactococcus lactis, obje
uobicajene vrste nadene u mlije¢nim proizvodima. Takoder, mikrobiomi kontrolne djece
sadrzavali su viSe gena koji su bili povezani s fermentacijom i biosintezom SCFA, podupirudi

spoznaje o zastitnom ucinku SCFA u ranom nastanku SB tipa 1 kod ljudi (38).

Daljnje studije pokazale su da bi Bacillus cereus mogao odgoditi pocetak SB tip 1 i smanjiti
incidenciju bolesti kod GF NOD miseva i BB-DP Stakora. Bakterija A. muciniphila zastitila je NOD
miseve od SB tipa 1, posebno tijekom dojenacke dobi $to sugerira da je rani neonatalni period
kritiéno vrijeme za mikrobnu zastitnu ulogu. Medutim, neki peptidi koje izlu€uju odredene
bakterije u crijevima oponasali su autoantigen gusterace i aktivirali dijabetogene CD8+ T-
stanice i time ubrzali inzulitis u NOD miSeva. Slicno, pokazalo se da Citrobacter rodentium
poti¢e razvoj SB tip 1. Sve ove studije pokazale su da mikrobiom crijeva moZe biti modulator u
patogenezi SB tipa 1 (16). Svi ovi nalazi daju sliku o uklju¢enosti mikrobiote u patogenezi SB
tip 1, ali unato¢ tome, zakljucke iz studija na Zivotinjama treba uzeti s oprezom. Nije sigurno
prethode li promjene u sastavu crijevne mikrobiote razvoju dijabetesa tipa 1 ili pojava bolesti
dovodi do promjena u crijevnoj mikrobioti. Neke su studije izvijestile da su promjene u sastavu
mikrobioma bile ocite prije razvoja SB tip 1. Medutim, to su bile prospektivne studije koje su
predstavile vremenski okvir progresije bolesti povezane s mikrobnom disbiozom, a kako bi se
istrazilo pitanje uzro¢nog doprinosa mikrobiote ovoj bolesti, potrebne su intervencijske studije

(26).

Dokazano je kako je prehrana s visokim udjelom masnoéa i Seéera utjecala na ucestalost
dijabetesa uzrokujuci disbiozu crijevne mikrobiote, posebice smanjenje Bifidobacteria spp.

Kod nepretilih misSeva, lijeCenje antibiotikom Sirokog spektra promijenilo je sastav crijevnih
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mikroba i smanjilo udio regulatornih T-stanica u crijevnoj lamini propriji, Sto je rezultiralo

poveéanom incidencijom SB tip 1 (16).

6. Secerna bolest tip 2 i crijevna mikrobiota

Sve viSe dokaza ukazuje na to da crijevna mikrobiota ima znacajnu ulogu u metabolizmu i
statusu bolesti domadéina. Konkretno, SB koja ima sloZenu etiologiju koja uklju¢uje pretilost i
kroniénu upalu niskog stupnja, modulirana je mikrobiotom crijeva i metabolitima
mikroorganizama. Trenutna literatura podupire da je neuravnotezen mikrobni sastav crijeva

(disbioza) faktor rizika za SB tip 2 (39).

6.1. Povezanost izmedu intestinalne mikrobiote i debljine

Rastuca pojavnost pretilosti diljiem svijeta neizbjezno pridonosi porastu prevalencije SB tipa 2
(40). Pretilost je sloZena bolest koja odraZzava interakciju utjecaja okolisa (npr. konzumacija
kalori¢nije hrane i sjedilacki nacina Zivota) s razli¢itim bioloSkim, genetskim i psihosocijalnim
¢imbenicima (41). Crijevna mikrobiota sudjeluje u tjelesnom metabolizmu utjecuéi na
energetsku ravnotezu, metabolizam glukoze i upalu niskog stupnja povezanu s pretiloséu i
drugim metaboli¢kim poremecajima. Pretilost je povezana s disbiozom u probavnom traktu
ljudi i miSeva (28). Nacin prehrane moze uvelike utjecati na disbiozu i metabolizam domacdina.
Na miSjem modelu, gdje je primarni uzrok pretilosti u tih miSeva bila pove¢ana konzumacija
hrane zbog nedostatka leptina, pokazalo se da mikrobiom pretilih miSeva pokazuje poveéanu
sposobnost sakupljanja energije iz odredenih namirnica u odnosu na mikrobiom nepretilih

miSeva (42).

Firmicutes i Bacteroidetes predstavljaju dvije najveée bakterijske vrste u ljudskoj i misjoj
crijevnoj mikrobioti, a promjena u omjeru ovih vrsta povezana je s mnogim bolestima,
ukljucujuéi pretilost. Kod pretilih ljudi postoji smanjena brojnost vrste Bacteroidetes u
usporedbi s nepretilim osobama (43), a gubitak tjelesne tezine kod pretilih osoba rezultira

poveéanjem brojnosti Bacteroidetes (28, 44).
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Treba napomenuti da nisu svi podaci iz opservacijskih studija dosljedni. Na primjer, u jednom
istrazivanju koje je usporedivalo znacajne razlike u raznolikosti crijevne mikrobiote izmedu
osoba sa SB i zdravih pojedinaca, uoceno je smanjenje Clostridia i povecéanje Bacteroidetes i
Proteobacteria dok je ukupna raznolikost crijevne mikrobiote bila u pozitivnoj korelaciji s
razinama glukoze u plazmi kod pacijenata sa SB tipom 2. Medutim, navedeni rezultati nisu
identificirani u tri velike metagenomske analize provedene u Europi i Kini. Smanjenje
Prevotella primije¢eno je kod 50 japanskih ispitanika sa SB tip 2 u usporedbi sa zdravim
ispitanicima, ali u studijama na 291 nigerijskom i 171 kineskom ispitaniku, povec¢ano obilje
Prevotella bilo je povezano sa SB tip 2 (39). Razlog nepodudarnosti izmedu studija moZe biti
zbog niza promjenjivih varijabli kao $to su prehrana, genetika, uporaba lijekova i razlicite

tehnike sekvenciranja (39).

Incidencija SB tip 2 obrnuto je povezana s koli¢éinom unosa dijetalnih vlakana. Prehrambena
vlakna utjecu na populaciju crijevne mikroflore, a istraZivanja pokazuju da je unos vlakana
povezan s povecanjem mikrobne raznolikosti i omjerom Firmicutes/Bacteroidetes (45).
Povecdanje unosa dijetalnih vlakana takoder povecava brojnost, raznolikost i stabilnost ljudske
crijevne mikroflore. Unos prehrambenih vlakana potice fermentaciju crijevnih mikroba i Cini

se da to uzrokuje povecanje SCFA koje djeluju protektivno na metabolizam domadina (45).

Misevi uzgajani u sterilnim uvjetima (GF mice; engl. germ-free mice) imaju manji udio tjelesne
masti od konvencionalno uzgojenih miSeva i pruzaju koristan eksperimentalni alat za
razumijevanje interakcija mikrobiote i domacina (46). GF misSevi smjesteni u asepti¢nim
uvjetima imaju nerazvijen imunoloski sustav. Ti miSevi tipicno imaju oslabljen razvoj
limfoidnog tkiva povezanog s crijevima (GALT; engl. gut associated lymphoid tissue), smanjenu
razinu imunoglobulina u serumu, manje slezene i mezentericne limfne ¢vorove s niskim
razinama makrofaga rezidentnih u tkivima. Tako uzgajani miSevi imaju nedovoljan imunoloski
odgovor na patogene mikroorganizme. Uvodenjem bakterija u miSeve bez klica obnavlja se
formiranje i funkcioniranje imunoloskog sustava sto predstavlja primjer dinamickog odnosa
izmedu imuniteta domadina i crijevne mikrobiote (47). Kolonizacija miSeva bez klica s
mikrobiotom dovodi do 60% povecanja ukupne tjelesne masti, u skladu s njihovom ve¢om
sposobnoscu prikupljanja energije iz hranidbenih namirnica i smanjene osjetljivosti na inzulin
(48). U jednom drugom istrazivanju pokazalo se da GF miSevi koji su primili fekalne

mikroorganizme od pretilih ljudi dobivaju vise na teZini nego miSevi koji su primili

13



mikroorganizme od ljudi zdrave teZine (49). Velika studija na blizancima iz Ujedinjenog
Kraljevstva otkrila je da je rod Christensenella rijedak kod ljudi s prekomjernom tjelesnom
teZinom i da, kada se kolonizira u GF miSevima, sprje¢ava dobitak na tjelesnoj masi (50). Ova
vrsta bakterije, ali i druge, npr. Akkermansia, koreliraju s niZim visceralnim masnim naslagama
(49). lako vedina potvrdnih dokaza dolazi iz miSjih modela, dugorocno povecanje tjelesne
teZine kod ljudi u korelaciji je s niskom raznolikos¢u mikrobiote, a ta je povezanost vise izrazena

u kombinaciji s niskim unosom prehrambenih vlakana (49).

Nedavne studije otkrile su da je raznolikost crijevnih virusa kod pacijenata s tipom 2 SB i
debljinom smanjena u usporedbi s mriavim kontrolnim skupinama (51). Stovise, gljivicne
zajednice bolesnika sa SB tip 2 bile su razli¢ite od zdravih pojedinaca, pokazujuéi visoku
brojnost Malessezia firfur i neklasificirane Davidiella kao i nisku zastupljenost neklasificirane

Basidiomycota (3).

6.2. Sec¢erna bolest tip 2 i crijevna mikrobiota — nastanak

inzulinske rezistencije i upale
Mehanizmi koji su temelj povezanosti specifiéne crijevne mikrobiote i metabolickih bolesti
ukljucuju povecdano uzimanje energije iz hrane, promjene u ekspresiji gena domadina,
potrosnju i skladistenje energije te promjene u propusnosti crijeva sto dovodi do metabolicke
endotoksemije, upale i inzulinske rezistencije (48). U nekim studijama, modifikacije crijevne
mikrobiote izazvane antibioticima, prebioticima i probioticima dovele su do poboljsane upalne
aktivnosti paralelno s poboljSanjem osjetljivosti na inzulin i smanjenjem pretilosti. Medutim,

ti su ucinci uglavnom primijeceni na Zivotinjskim modelima (48).

Osim §to je crijevna mikrobiota povezana s patogenezom SB tipa 2 i pretilosti, takoder ima
ulogu u nastanku inzulinske rezistenzije i kroni¢ne upale. Mehanizmi kako crijevna mikrobiota
moze doprinijeti SB tip 2 samo su djelomi¢no shvaéeni. Postoje dokazi da crijevna mikrobiota
i metaboliti koje proizvodi mogu potaknuti razvoj inzulinske rezistencije kod pretilosti i SB,
najvjerojatnije pokretanjem upalnog odgovora (47). Uoceno je da je nekoliko vrsta citokina
povecano u cirkulaciji osoba s metabolickim sindromom S$to ima negativhe ucinke na

metabolizam perifernog tkiva. Na primjer, ljudi s inzulinskom rezistencijom i netolerancijom
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na glukozu imali su jaci upalni odgovor i promijenjen odgovor na respiratorne virusne infekcije

u usporedbi s osobama osjetljivim na inzulin (52).

Metabolicki sustavi usko su povezani s putevima za otkrivanje patogena. Crijevna mikrobiota
moZe utjecati na metabolizam domadina modulirajuéi upalne puteve. Specificne promjene u
crijevnoj mikrobioti, uz relativno obogacdivanje gram-negativnim vrstama, rezultiraju
poveéanom apsorpcijom lipopolisaharida (LPS), sto dovodi do metaboli¢cke endotoksemije.
LPS, najjaci pokreta¢ upale, sastavni je dio membrane gram-negativnih bakterija, poput
Bacteroidetes i Proteobacteria, koji se veze na Toll-like receptor-4 (TLR-4)-CD14 kompleks
(senzor patogena), aktivirajuci imunoloski sustav i oslobadajuci proupalne citokine, sto dovodi
do inzulinske rezistencije (48, 14). Zbog prisustva tih gram-negativnih baterija u probavnom
traktu, LPS ce se nastaviti proizvoditi unutar crijeva, Sto bi moglo izazvati upalni odgovor i imati
ulogu u razvoju dijabetesa (53). Inhibicija proupalnih citokina i kemokina jedan je od nacina
koji korisni mikroorganizmi koriste za sprje¢avanje upale niskog stupnja. RazliCite vrste
Lactobacillus, Bacteroides, Roseburia i Akkermansia mogu smanijiti proupalne citokine kao sto

su IL-1B, IL-6, IL-8, IL-17 i faktor nekroze tumora (TNF)-a (39).

Ispitanici kod kojih je izlucivanje inzulina bilo nisko imali su manju zastupljenost
Bifidobacterium za koje se misli da imaju anti-obesogeni ili anti-dijabeti¢ki potencijal. U
studijama na Zivotinjama i ljudima zabiljeZeno je da Bifidobacterium imaju korisne ucinke kod
metabolickog sindroma i upale poboljSavajuci funkciju mukozne barijere u crijevima, ¢ime se
smanjuju razine intestinalnih endotoksina kao i endotoksemija (54). Pokazalo se da su
Bifidobacterium manje zastupljene u bolesnika s dijabetesom u usporedbi sa zdravim
osobama, u inzulin rezistentnih u odnosu na inzulin osjetljive osobe s debljinom te u trudnica

s gestacijskim dijabetesom u usporedbi sa zdravim trudnicama (39).

Zuéne kiseline mogu modulirati mikrobni sastav crijeva izravno i neizravno aktivacijom gena
urodenog imuniteta u tankom crijevu. Medu glavnim funkcijama Zucnih kiselina, njihova
uklju¢enost u metabolizam glukoze i energetsku homeostazu, jedna je od najslozenijih. Zuéne
kiseline same po sebi imaju antimikrobne ucinke i djeluju kao ligandi za FXR (engl. farnesoid X
receptor), nuklearni receptor ukljuen u homeostazu Zucne kiseline, metabolizam
ugljikohidrata, odgovor na inzulin i urodeni imunosni odgovor u crijevima (55). U ileumu, FXR
aktiviran Zu¢nim kiselinama pokre¢e mehanizam negativne povratne sprege inhibirajuci de
novo sintezu Zucnih kiselina u jetri i glukoneogenezu te aktivirajuéi sintezu glikogena u jetri
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gusterace na proizvodnju inzulina (55). Dakle, disbioza oSte¢uje homeostazu Zucnih kiselina i
aktivaciju FXR-a, uzrokujuéi gubitak probavnih, metabolickih i bakteriostatskih kontrolnih

funkcija dovodecdi do dislipidemije i kronicne upale niskog stupnja, Sto vodi do dijabetesa (55).

Prehrana ljudskog domadina osigurava neprobavljive ugljikohidrate za potporu bakterijskom
rastu, a zauzvrat bakterije stvaraju SCFA poput acetata, propionata i butirata, koje djeluju kao
energetski supstrat stanicama debelog crijeva, ublazavaju upalu i reguliraju osjecaj sitosti.
Probavna mikrobiota od koristi je ljudskim domadinima zbog sinteze SCFA. Manjak u
proizvodnji SCFA povezan je sa SB tipa 2. Otkriveno je da konzumiranje hrane bogate vlaknima
poti¢e rast organizama koji proizvode SCFA kod dijabeti¢ara. Prehrana bogata vlaknima
izazvala je promjene u cijeloj zajednici crijevnih mikroba i korelirala s povisenim razinama
glukagonu slicnom peptidu-1 (GLP-1), padom razine glikiranog hemoglobina i poboljSanom

regulacijom glukoze u krvi (56).

Mikrobiotu pojedinaca sa SB tip 2 karakterizira poveéani omjer Bacteroidetes/Firmicutes, kao
i povecanje Bacillus i Lactobacillus spp. (28). Takoder je uofeno da je omjer
Bacteriodes/Prevotella i C. coccoides/E. rectale pozitivno korelirao s razinama glukoze, ali nije
korelirao s indeksom tjelesne mase. To sugerira da mikrobiota moZe utjecati na SB tip 2
zajedno s pretilos¢u ili neovisno o njoj (28). Ukratko, razli¢iti patofizioloski ¢imbenici koji
objasnjavaju povezanost mikrobiote sa smetnjama metabolizma nisu dubinski proucavane
kod ljudi u usporedbi sa Zivotinjskim modelima. Medutim, sve je vise dokaza koji povezuju

crijevnu mikrobiotu s endotoksemijom i upalom (48).

7. Modulacija crijevne mikrobiote i njezinih metabolita kao terapija

secerne bolesti

Poremecaj u populaciji crijevne mikrobiote povezan je s nastankom bolesti kao Sto su upalne
bolesti crijeva, pretilost i dijabetes, alergije, autoimune bolesti i kardiovaskularne bolesti.
Postoje brojni pristupi modulaciji sastava i funkcija crijevne mikrobiote kao $to su primjena

probiotika, prebiotika i tehnika transplantacije fekalne mikrobiote (17).
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Promjene u mikrobioti mogu utjecati na ravnoteZu imunoloskog sustava domacina i dovesti
do povecéane translokacije bakterijskih antigena prema metabolic¢ki aktivnim tkivima. To
rezultira kroni¢nim upalnim stanjem i oSte¢enim metabolickim funkcijama kao $to su
inzulinska rezistencija, talozenje masnodée u jetri, smanjena osjetljivost na inzulin i pretjerani
razvoj masnog tkiva. Ova neravnoteZa moZe se pojaviti na pocetku metaboli¢ke bolesti. Stoga
rano lijeCenje disbioze moze usporiti ili sprijeiti epidemiju metaboli¢kih bolesti, a time i

odgovarajuée smrtonosne posljedice (28).

S obzirom na sve vece dokaze povezanosti izmedu dijabetesa tipa 2 i promijenjenog sastava
crijevne mikrobiote, metabolicki potencijal gastrointestinalnog trakta i crijevne mikrobiote sve
se viSe prepoznaje kao obecavajuci terapijski cilj za poboljSanje kontrole same bolesti (57).
IstraZzivanja provedena na misjim modelima podupiru hipotezu o potencijalnoj uzroénosti
izmedu crijevne mikrobiote i razvoja pretilosti i dijabetesa, ali do sada je bilo malo istrazivanja
koja dokazuju tu uzrocnost kod ljudi (30). Ponovljivost eksperimentalnih studija na ljudima
takoder je ponekad ograni¢ena, na S$to takoder mogu utjecati varijacije u razlikama u
postavkama studije, geografskim lokacijama pripreme uzorka kao i nedosljednostima u analizi
podataka. Nadalje, postoje neke studije koje su proizvele kontradiktorna opazanja i podatke u
istrazivanjima na ljudima. Nejasan je temeljni uzrok ove varijacije, medutim, djelomi¢no se
moZe pripisati razli¢itim prehrambenim navikama te okolisnim i kulturoloskim ¢imbenicima

diljem svijeta, kao i razli¢ito koriStenim metodama istrazivanja (30).

Do sada ne postoji terapija utemeljena na dokazima koja modulira crijevni mikrobiom za
sprjecavanje ili odgadanje napredovanja do SB tipa 1. S druge strane, definitivno postoje
promjene u crijevnom mikrobiomu povezane s procesom bolesti koje na kraju dovode do
simptomatske bolesti, a modulacija takvog crijevnog mikrobioma pruza nove strategije koje se

mogu sigurno i uéinkovito primijeniti za lije¢enje takvih aberacija (58).

7.1. Prebiotici, probiotici, sinbiotici
Prebiotici su neprobavljivi sastojci hrane koji selektivno stimuliraju rast ili aktivnost
anaerobnih/mikroaerofilnih mikroba ukljucujuéi Bifidobacterium i Lactobacillus u debelom
crijevu. Prebiotici ukljucuju inulin, laktulozu i oligosaharide. Oligosaharidi ljudskog mlijeka

najzastupljeniji su prebiotici, a prisutni su u maj¢éinom mlijeku (58). Dovoljno dugo razdoblje
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dojenja moze imati zastitni u¢inak od SB tip 1. Jedna je brazilska studija pokazala malu, ali
statisti¢ki znacajnu razliku u trajanju dojenja izmedu djece sa SB tipom 1 i njihove brace i
sestara. Cak i male razlike u vremenu dojena od oko 6 tjedana mogu doprinijeti modificiranju
razvoja limfoidnog tkiva povezanog s crijevima (GALT). Prehrana dojenceta u prvim mjesecima
Yivota uklju¢ena je u pokretanje autoimunog procesa i razvoja SB tipa 1, a GALT ima ulogu u
razvoju autoimunosti na beta stanice (59). Takoder se pokazalo da lije¢enje inulinom
obogaéenim oligofruktozom ima korisne ucinke u djece sa SB tip 1 zna¢ajnim poveéanjem

razine C-peptida (60).

Prebioticka vlakna imaju sposobnost mijenjanja crijevne mikrobiote na pozitivan nacin, sto
ukazuje na njihov obecavajuéi utjecaj u lijecenju. Koristeéi genetski pretile Stakore, jedna je
studija otkrila da doziranje prebiotickih vlakana povecava Firmicutes i smanjuje Bacteroidetes,
$to je mikrobni profil pronaden u fenotipovima s normalnom tjelesnom masom, zajedno s
poveéanjem Bifidobacteria spp. i Lactobacillus spp. (61). Ucinkovitost lijekova poput
metformina i sulfonilureje moze se povecati pomocu prebiotika. Uz pomo¢ njih poveéava se
razina luminalnih SCFA (npr. butirat), poboljSava se crijevna disbioza i integritet crijevne

barijere te smanjuje upala (62).

Definicija probiotika glasi da su to Zivi mikroorganizmi koji, kada se primjenjuju u
odgovarajudoj dozi, pruzaju zdravstvene dobrobiti domacinu (63). Sinbiotik je kombinacija
probiotika i prebiotika koja poti¢e metaboli¢ko zdravlje domadina selektivnom stimulacijom
rasta i aktivacijom zdravih mikroorganizama (64). U jednoj meta-analizi otkrilo se da
uravnotezena prehrana s dodatkom prebiotika ili sinbiotika moZe rezultirati poboljSanjima u
metabolizmu lipida i homeostazi glukoze u bolesnika sa SB tip 2. Uzimajuéi u obzir ograniéenja
pojedinacnih ispitivanja, prebiotici/sinbiotici se ne mogu propisati kao alternativna opcija za
lijecenje dijabetesa, ali ovim bi pacijentima mogli koristiti kao dodatak uz lijekove i promjene
nacina Zivota (64). PredlaZe se viSe istraZivanja s ve¢im uzorcima kako bi se odredila uc¢inkovita
i sigurna doza, trajanje i najbolje kombinacije probiotika i prebiotika za postizanje optimalnog

pozitivnog ucinka (64).

Osim c¢injenice da probiotici smanjuju Secer u krvi i poboljSavaju razine HbAlc, odabrane
studije pokazale su da oni takoder imaju ulogu u smanjenju upale. Pretilost je Cimbenik rizika
za razvoj inzulinske rezistencije u bolesnika sa SB tip 2, ali zanimljiva je €injenica da probiotici
mogu smanijiti inzulinsku rezistenciju bez promjene indeksa tjelesne mase (BMI) (65). U
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jednom od istraZivanja otkriveno je da su oni ispitanici s predijabetesom i SB tip 2 koji su
uzimali probiotike i metformin zajedno umjesto samog metformina primijetili znacajno
smanjenje razine HbAlc (57). Akkermansia muciniphila opseino je proucavana kod
metabolickih bolesti, a nedavno je testirana na ljudima kao probiotik. Ova vrsta u obrnutoj je
korelaciji s tjelesnom teZzinom kod ljudi i glodavaca (47). Primjena A. muciniphila u pretilih
miSeva poboljsala je osjetljivost na inzulin te smanjila metabolicku endotoksemiju i upalu
masnog tkiva tako Sto obnavlja funkciju crijevne barijere (66). Osim znacajnog broja studija o
ucincima primjene pojedinacnih sojeva kod dijabeticara, pokazalo se da je primjena koktela
probiotika ucinkovitija u poboljsanju glukoze u plazmi nataste i oksidativnog stresa. lako su
podaci iz misjih modela u velikoj mjeri pokazala korisne ucinke, primjena probiotika kod ljudi
¢ini se manje utjecajna na kontrolu glikemije, osobito u usporedbi sa zlatnim standardom,
antihiperglikemicima, Sto sugerira da ova strategija moZe biti samo adjuvans, ali ne i

samostalna terapija (55).

Oralno uzimanje probiotika i prebiotika predstavlja nacin za izazivanje promjena u mikrobioti
i pokazalo se da ima utjecaj na razvoj dijabetesa. Lactobacillus johnsonii N6.2 stiti BB-Stakore
od SB tip 1 posredovanjem u funkciji crijevne barijere i upali (67), a primjenom kombinacije
probiotika VSL# 3 dokazalo se smanjenje inzulitisa i dijabetesa kod NOD miSeva (28). U
kontekstu povecanog rizika od razvoja SB tipa 1, rano izlaganje probiotickim dodacima moze
dovesti do smanjenja rizika od autoimunosnog razaranja otociéa B-stanica (68). Uz to, uporaba
probiotika u odraslih osoba sa SB tip 1 takoder je povezana s boljom kontrolom glikemije,
poveéanom sintezom GLP-1 (korisnog inzulinotropnog crijevnog hormona) i smanjenom
signalizacijom TLR4 (upalna signalizacija). Te su promjene povezane sa smanjenom
ucestalo$éu dijabetesa (69). U djece sa SB tip 1, pokazalo se da suplementacija L. rhamnosus
GG i B. lactis Bb12 u adekvatnoj dozi jednom dnevno tijekom 6 mjeseci regulira poremecaje
crijevne mikrobiote, ¢ime se povoljno moduliraju imunoloske stanice i cuvaju broj i

proliferacija B-stanica pankreasa (69, 66).

U ispitivanju je i uporaba antibiotika u alteriranju intestinalne mikrobiote u svrhu ublazavanja
i lijecenja dijabetesa. Upotreba antibiotika u cilju promjene crijevne mikrobiote kod genetski
pretilih miSeva smanijila je tjelesnu tezinu i poboljsala glikemiju nataste i toleranciju glukoze.
Istodobno smanjenje LPS-a kao i povecane razine adiponektina pojacali su ucinke antibiotika

u snizavanju glukoze. Na sastav crijevnih mikroorganizama moze se utjecati promjenom

19



egzogenih prehrambenih ¢imbenika (npr. dodaci butirata, oligofruktoze) ili transplantacijom

fekalne mikrobiote (14, 70).

7.2. Transplantacija fekalne mikrobiote
Transplantacija fekalne mikrobiote ili FMT (engl. fecal microbiota transplant) privukla je
pozornost posljednjih nekoliko godina kao istrazivacka metoda koja se koristi za modifikaciju
crijevne mikrobiote u bolesnim stanjima. FMT je tretman pri kojem se uzimaju zdrave bakterije
iz fecesa donora, obraduju i zatim unose u probavni sustav bolesnog primatelja. Tako obradeni
pripravci primjenjuju se u obliku kapsule, kroz nazogasti¢nu ili nazojejunalnu sondu ili
metodama poput gastroskopije, enteroskopije ili kolonoskopije (71). Veéina klinickih
ispitivanja FMT-a provedena je na pacijentima s infekcijom Clostridium difficile i te su studije
bile uspjesne. Kako bi se prosirila istraZivanja, ukljuéene su i neke druge bolesti kao $to je SB
(39). Jedinstvena znacajka FMT-a je da obnavlja raznolik sastav mikrobioma crijeva primatelja,
¢ime se razlikuje od probiotika kojim se samo jedna ili ograniceni broj vrsta unose u crijevni
trakt (72). Nedostatak FMT-a je to Sto je gotovo nemoguce standardizirati sastav fekalne
mikrobiote koja se transplantira, buduci da mikrobiota varira izmedu pojedinaca i unutar
pojedinaca tijekom vremena (39). U jednoj studiji, dvjema adolescentnim pacijentima sa SB
tip 1 transplantirana je fekalna mikrobiota, a nakon transplantacije oba su bolesnika pokazala
znacajno poboljsanje klini¢kih pokazatelja povezanih s dijabetesom (71). Stovie, raznolikost i
obilje fekalne mikrobiote povedali su se u odnosu na razdoblje prije transplantacije. Takoder
se otkrila korelacija izmedu poboljsanja nekih klinickih pokazatelja dijabetesa i promjene
fekalne mikrobiote te identificirala rod i vrstu bakterija koje su se povecale i smanjile u oba
bolesnika nakon transplantacije (71). Pokazalo se da bi FMT pomogla stabilizirati funkciju beta
stanica i poboljsati kontrolu Seéera u krvi kod ovih pacijenata. Ova kolonizacija dovela je do
znacajnih poboljsanja klini¢kih ishoda, dopustajuéi nekim pacijentima da prestanu uzimati
inzulin i oralne antihiperglikemike. Daljnja istrazivanja su opravdana za istrazivanje FMT kao

mogudi izbor u lije¢enju SB tipa 1 s obzirom na njegove obecavajuée rezultate (71).

Nadalje, rezultati druge studije ukazali su da FMT moZe pozitivno utjecati na funkciju beta
stanica kod pacijenata s novonastalom SB tip 1. Suprotno ocekivanjima, autologna FMT

pokazala je bolje rezultate u usporedbi s FMT od zdravih donora (73). Nagada se da su
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imunoloske prednosti FMT-a znacajnije kada mikrobiota donora viSe odgovara imunoloskom
sustavu domacina. Postojalo je nekoliko ogranicenja ove studije, ukljuujuéi malu veli¢inu
uzorka i potrebu za daljnjim istraZivanjem kako bi se otkrio optimalni pristup u FMT. Unatoc
tome, studija sugerira da bi FMT mogao biti siguran i potencijalno ucinkovit tretman za
ofuvanje funkcije beta stanica kod SB tip 1, potiué¢i daljnja istraZivanja u veéim

randomiziranim ispitivanjima (73).

SB tip 2 karakterizira inzulinska rezistencija, a promjene u sastavu crijevne mikrobiote usko su
povezane s pretilos¢u i inzulinskom rezistencijom, $to se smatra okoli$nim ¢imbenikom za SB
tipa 2. U jednom su istraZivanju uspostavili Zivotinjske modele sa SB tip 2 te im aplicirali fekalnu
mikrobiotu normalnih miseva S$to je rezultiralo smanjenjem inzulinske rezistencije i
slabljenjem uniStavanja B-stanica otocic¢a gusterace. Takoder je bilo uo¢eno smanjenje glukoze
u krvi nataste i poboljSanje tolerancije na glukozu kod dijabetickih miSeva (74). U animalnim
modelima, osjetljivost na inzulin znacajno se poboljsala nakon FMT u NOD miSeva s
nedostatkom MyD88 proteina. Sli¢no istrazivanje u kojem se ljudska mikrobiota iz zdravih
ispitanika transplantirala u dijabeticke miSeve pokazalo je znacajno sniZenje koncentracije
glukoze u krvi nataste (39). MiSevi sa SB tip 2 lije¢eni FMT-om s vremenom su pokazali
smanjenje razine HbAlc, smanjenje upalnih ¢imbenika IL-6 i TNF-a te znacajno povedanje

broja i veli¢ine otociéa kao i poveéanje osjetljivosti na inzulin (75).

Nedavno je nekoliko studija pocelo promatrati u¢inke FMT kod bolesnika sa SB tip 2. Otkrilo
se da su pretili pacijenti s tipom 2 SB stekli >20% mikrobiote povezane s mriavo$¢u nakon FMT.
Druga prospektivna studija takoder je pokazala da je crijevna mikrobiota u pacijenata sa SB tip
2 reorganizirana FMT-om i rezultira znacajnim padom glukoze, glikiranog hemoglobina,
mokracne kiseline i povedanjem postprandijalnog C-peptida. Medutim, u ovom slucaju,
takoder su otkrili da su donori s viSim razinama Rikenellaceae i Anaerotruncus (obitelj
Ruminococcaceae) bili korisni u poboljSanju uspjeha FMT (75). Stoga, povecéanje korisnih
sojeva bakterija putem FMT-a i promjena sastava crijevne mikrobiote u bolesnika sa SB tip 2

mogu regulirati metabolizam (75).

Studije na osobama s metabolickim sindromom otkrile su da fekalna transplantacija od donora
dovodi do priblizavanja sastava crijevne mikrobiote primatelja mikrobioti donora i poboljsanja
inzulinske rezistencije (75). Transplantacija fekalnih uzoraka pacijenata lije¢enih metforminom
u GF misSeve poboljsala je toleranciju glukoze. U drugom istraZzivanju provedenom na malom
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uzorku ljudi pokazalo se da je FMT u kombinaciji s metforminom bolja od samog metformina
za postizanje poboljSanja kontrole glukoze u krvi, inzulinske rezistencije te smanjenje tjelesne

mase, $to daje novi pristup u lije¢enju SB u kombinaciji s antihiperglikemijskim lijekovima (76).

8. Rasprava

SB tipa 1 autoimuna je bolest koju karakterizira uni$tenje B-stanica otoci¢a u gusteraciizazvano
genetskim i okolisnim ¢imbenicima. Proteklih desetljec¢a, opsezne studije otkrile su vise od 50
rizicnih lokusa u genomu. Medutim, genetska osjetljivost ne mozZe objasniti poveéanu
ucestalost SB tip 1 u cijelom svijetu, $to se vrlo vjerojatno pripisuje sve veéem utjecaju
okoli$nih ¢imbenika, posebice crijevnom mikrobiomu (16). 3B tip 1 jo$ je uvijek neizljeciva
bolest i unato¢ napretku pristupa pracenja glukoze i inzulinskim nadomjesnim terapijama
mnogi pacijenti doZivljavaju kratkoro¢ne i dugoro¢ne komplikacije stoga je vazno intervenirati
u prevenciji i patofiziologiji bolesti. Crijevha mikrobiota postaje nova meta intervencije,
osobito u ranom stadiju Zivota ili ranoj fazi bolesti (77). Do sada ne postoji niti jedan
karakteristican obrazac mikroorganizama koji univerzalno definira mikrobiotu dijabeti¢ara, ali
neka od zajedni¢kih svojstva mikrobioma pacijenata sa SB iz razli¢itih zemljopisnih regija
ukljucuju gubitak raznolikosti bakterijskih vrsta, posebice Lactobacillus, Bifidobacterium,
Akkermansia, Prevotella i F. prausnitzii, smanjen omjer Firmicutes/Bacteriodetes i smanjenje
sposobnosti proizvodnje zastitnih SCFA (55). SCFA imaju protektivnu ulogu tako $to induciraju

T-regulatorne stanice u mukozi i pojacavaju crijevnu epitelnu barijeru.

SB tipa 2 progresivna je metaboli¢ka bolest koju karakterizira disfunkcija B-stanica gusterace i
periferna inzulinska rezistencija, Sto dovodi do poremeéaja u metabolizmu glukoze i kroni¢ne
upale niskog stupnja. Razvoj ove kroni¢ne bolesti usko je povezan s genetskim i okoliSnim
¢imbenicima, a odredeni okolisni ¢cimbenici, poput kalorijskog unosa, sastava prehrambenih
namirnica i tjelesne neaktivnosti, vazni su razlozi stalnog rasta njezine prevalencije (3). lako
farmakoterapija pomaze u kontroli bolesti, intervencije u nacinu Zivota, uklju¢ujuci izmjene u
prehrani i razinama tjelesne aktivnosti s gubitkom tezine, ostaju temelj u lijecenju (78).
Probavna mikrobiota osoba sa SB tip 2 pokazala je povecan broj nekih vrsta kao $to su
Proteobacteria, Bacteroidetes i Firmicutes u usporedbi sa zdravim osobama. Poznato je da

lipopolisaharidi ekstrahirani iz vanjskih membrana Gram-negativnih bakterija pojacavaju
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metaboli¢ku endotoksemiju promicanjem izlu¢ivanja proupalnih citokina. Nekoliko je studija
pokazalo da prehrana bogata mastima moZe promijeniti sastav crijevne mikrobiote i povecati
razine LPS-a u cirkulaciji (17). Smanjene razine bakterija koje proizvode SCFA takoder su

pronadene kod odraslih sa SB tipom 2.

Identificiranje specificnih uzro¢no povezanih mikrobnih vrsta ili mikrobnih metabolita
odgovornih za patogenezu SB te bolje razumijevanje interakcija izmedu mikrobiote, nacina
Zivota i faktora domacina kao Sto su genetika i epigenetika moglo bi pruziti nove mogucénosti
za dijagnozu, lije¢enje i prevenciju SB  (39). Nekoliko terapija usmjerenih na crijevnu
mikrobiotu, ukljucujudi transplantaciju fekalne mikrobiote (FMT), prebiotike i probiotike,
lijekove i prehranu mogu biti korisne terapijske strategije za kontrolu SB. Poremecaj normalne
flore gastrointestinalnog trakta temeljni je problem koji pokrece kaskadu u crijevnom
mikrobiomu sto dovodi do disbioze (1). Upotreba prebiotika i probiotika pokazala je smanjenje
upalnih markera i blago poboljsanje inzulinske rezistencije te se pokazalo kao koristan dodatak
osnovnoj terapiji SB. Transplantacija fekalne mikrobiote je pokazala obecavajuée rezultate,
otvarajuci put novim terapijskim moguc¢nostima u buduénosti. (1). Dokazi koji se pojavljuju
dosljedno pokazuju da FMT ne samo da moZe poboljsati osjetljivost na inzulin, veéi promijeniti
prirodni tijek SB tipa 1 modulacijom autoimunosti. Takoder, dosta je pretklini¢kih podataka
objavljeno posljednjih godina i pokazuju prednost FMT-a u poboljsanju inzulinske rezistencije,
smanjenju tjelesne tezZine, kardiometabolizma i steatoze jetre, unato¢ razlikama vezanim uz

modele (55).
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9. Zakljucci
Prikuplja se sve viSe dokaza da crijevna mikrobiota ima ulogu u patogenezi Secerne bolesti.
Rezultati istrazivanja sugeriraju da pacijenti s dijabetesom imaju znakove crijevne disbioze.
Promjene u crijevhom mikrobiomu utjeCu na ravnoteiu imunoloSkog sustava putem
promijenjenih metabolita, kao S$to su smanjena proizvodnja SCFA, koje inace djeluju
protuupalno i oja¢avaju mukoznu barijeru. Poznato je da lipopolisaharidi nadeni na vanjskim
membranama Gram-negativnih bakterija pospjesuju metabolicku endotoksemiju poticuci
izluCivanje proupalnih citokina. U skladu s ovim nalazima, Cini se da je crijevna mikrobiota
pacijenata sa SB tipom 2 obogadena gram-negativnim bakterijama. Mikrobiota utje¢e na
pretilost, inzulinsku rezistenciju i kroniénu upalu, a sva ova stanja povezana su s razvojem SB

tip 2.

Probavnu mikrofloru bolesnika sa SB tip 1 karakterizira dominacija Bacteroidetes, nedostatak
bakterija koje proizvode SCFA i smanjenje bakterijske i funkcionalne raznolikosti. Medutim,
¢ini se da se ove promjene pojavljuju nakon pojave autoantitijela koja predvidaju SB tip 1, $to
ukazuje da bi crijevna mikrobiota mogla biti ukljuéena u mehanizme razvoja bolesti, od

autoimunosti B-stanica do klinicke bolesti, a ne u inicijaciju bolesti.

Izravne ili neizravne manipulacije crijevnog mikrobioma mogu pruziti ucinkovite mjere za
prevenciju ili odgodu SB. Trenutno se istrazuju ucinak razlic¢itih terapijskih metoda kao $to su
uporaba probiotika i prebiotika te transplantacija fekalne mikrobiote na sastav i raznolikost

crijevne mikrobiote.
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10. Sazetak

Crijevna mikrobiota sastoji se od mnogo razlicitih vrsta bakterija, ali i virusa, gljiva, arheja i
protozoa. Crijevna mikroflora zdravih odraslih osoba uglavnhom se sastoji od Sest tipova:
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Fusobacteria i Verrucomicrobia
najées¢e su vrste mikroorganizama u ljudskom crijevnom traktu i igraju kljuénu ulogu u
apsorpciji hranjivih tvari i ja¢anju integriteta crijevne barijere. Mikrobiom je od velike vaznosti
za razvoj imunoloskog sustava i odrzavanje homeostaze. Disbioza, odnosno promijenjen sastav
zdrave mikrobiote, povezana je s patogenezom Secerne bolesti i mogué je rizicni cimbenik u

njenom razvoju.

Seéerna bolest kroni¢ni je metaboli¢ki poremecaj karakteriziran hiperglikemijom bilo zbog
inzulinske rezistencije ili nedovoljne proizvodnje inzulina. Istrazivanja na Zivotinjama, ali i
brojne studije na ljudima iznijele su zakljucke o pove¢anom ili smanjenom broju specifi¢nih
crijevnih bakterija i njihovih metabolita kod dijabeti¢ara u usporedbi sa zdravim kontrolama.
Osnovni mehanizmi koji povezuju specificnu crijevnu mikrobiotu s metaboli¢ckim bolestima
ukljucuju povecano skladistenje energije iz hrane, promjene u genetskoj ekspresiji domadina,
regulaciju potroSnje i skladistenja energije te promjene u propusnosti crijeva. Navedeno moze

rezultirati metabolickom endotoksemijom, upalom i razvojem inzulinske rezistencije.

Manipulacija mikrobioma probioticima, prebioticima, prehranom i transplantacijom fekalne
mikrobiote moze modulirati rane interakcije izmedu domadina i mikrobiote omoguéavanjem
razvojakorisnih mikroorganizama sa zastitnim potencijalom, a $to moze imati i ulogu u terapiji

v

SB.

Kljuéne rijeci: crijevna mikrobiota, disbioza, Se¢erna bolest
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11. Summary

Microbiota of the digestive system consists of many different types of bacteria but also
viruses, fungi, archaea, and protozoans. In healthy adults, the gut microbiota is primarily
composed of six phyla: Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria,
Fusobacteria and Verrucomicrobia are the most common phyla of microorganisms in the
intestinal tract of humans and play a key role in the nutrient absorption, and support the
strengthening of the intestinal barrier. The microbiome is of great importance for the
development of the immune system and homeostasis. Dysbiosis, or changed composition of
healthy microbiota, is associated with the pathogenesis of diabetes and is a possible risk factor

in its development.

Diabetes mellitus is a persistent metabolic condition characterized by high blood sugar levels,
resulting from either insufficient production of insulin or the body's resistance to insulin.
Along with animal studies, numerous studies on humans have reported increased or
decreased numbers of specific gut bacteria and their metabolites in diabetics compared to
healthy controls. Basic mechanisms linking specific gut microbiota to metabolic diseases
include increased energy absorption from food, changes in host genetic expression, regulation
of energy consumption and storage, and changes in gut permeability. This can result in

metabolic endotoxemia, inflammation and the development of insulin resistance.

Manipulation of microbiota with probiotics, prebiotics, diet and transplantation of fecal
microbiota can modulate early interactions between the host and microbiota by enabling
beneficial microorganisms with protective potential and thus be used in treatment for

diabetes.

Key words: diabetes mellitus, dysbiosis, gut microbiota
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