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POPIS KRATICA:

BBB (eng. blood-brain barrier) - krvno-mozdana barijera

BDNF (eng. brain-derived neurotrophic factor) - mozdani neurotrofni ¢imbenik
CA (lat. cornu ammonis)

EEC (eng. enteroendocrine cell) - enteroendokrina stanica

ENS (eng. enteric nervous system) - entericki ziv€ani sustav

GABA (eng. y-aminobutyric acid) - y-aminomaslacna kiselina

GALT (eng. gut-associated lymphoid tissue) - limfno tkivo crijeva

GBA (eng. gut-brain axis) - os crijevo-mozak

GD (lat. gyrus dentatus)

GF (eng. germ-free) - bez mikroba

HAT (eng. histone acetyltransferase) - histonska acetiltransferaza

HDAC (eng. histone deacetylase) - histonska deacetilaza

IPAN (eng. intrinsic primary afferent neuron) - intrinzi¢ni primarni aferentni neuroni
LPS (eng. lipopolysaccharide) - lipopolisaharid

LTP (eng. long-term potentiation) - dugoro€na potencijacija

MAMP (eng. microbe-associated molecular pattern) - molekularni obrasci povezani s
mikroorganizmima

MGB (eng. microbiome-gut-brain) - (0s) mikrobiom-crijevo-mozak

NMDAR (eng. N-methyl-D-aspartate receptor) - N-metil-D-aspartat receptor
NSC (eng. neural stem cells) - neuralne mati¢ne stanice

PRR (eng. pattern recognition receptors) - receptori za prepoznavanje obrazaca
SGZ (eng. subgranular zone) - subgranularna zona

SPF (eng. specific pathogen free) - bez specifi¢nih patogena

SZS - sredisnji zivéani sustav

TLR (eng. Toll-like receptors) - receptori sli¢ni Tollu

VNS (eng. vagus nerve stimulation) - stimulacija zivca vagusa



1. UVOD

Ucenje 1 pamcéenje kognitivne su funkcije koje Zivotinjama omogucéavaju prezivljavanje i
prilagodavanje na okoliS koji se neprestano mijenja. S antropocentricnog stajalista, upravo su
sjecanja ono $to odreduje identitet osobe, njezine misli, emocije i ponaSanje. S promjenama u
prehrani i stilu Zivota koji karakteriziraju zapadne drzave, kao i s produzenjem zivotnog vijeka
ljudi, vidi se i1 porast u prevalenciji razli€itih vrsta neurodegenerativnih i mentalnih bolesti
kojima je jedna od karakteristika upravo poremecaj u ucenju i pamcenju. Stoga postaje sve veci

imperativ otkriti uzorke takvih poremecaja, kao i moguénosti prevencije i terapije.

Crijevni mikrobiom, taj 'zanemareni ljudski organ', tek posljednjih desetlje¢a dolazi u srediste
pozornosti kao podrucje s velikim potencijalom. Opsezna istrazivanja mikrobioma sve vise
zamagljuju granicu izmedu nas 1 naSeg okoliSa i naglasavaju pitanje kako uopc¢e definirati jedan
organizam. Mikrobiom je neizostavan dio tijela zivotinja, pa time i sisavaca, koji moze
ostvarivati veliki utjecaj na zdravlje i bolest jedinke. Gotovo ne postoji tjelesna funkcija koja

nije na neki nacin pod utjecajem mikrobioma, a time ni uéenje i paméenje nisu iskljuceni.

S obzirom na slozenost memorijskih sustava, i postojanje razlicitih vrsta pamcenja koje
ukljucuju 1 razli¢ite mozdane strukture, u ovom je zavrSnom radu obraden utjecaj crijevne
mikrobiote samo na ucenje 1 pamcenje povezano s hipokampusom, koje je ujedno i najbolje

istrazeno.



2. UCENJE I PAMCENJE

Ucenje i pamcenje su klju¢ni i medusobno povezani kognitivni procesi. Ucenje definiramo kao
promjenu u ponasanju do koje dolazi kao posljedica stjecanja novih informacija o okolini ili
svijetu, dok paméenje predstavlja sposobnost pohrane i ponovnog prisjecanja tih informacija.
Neizostavno je spomenuti, kada se prica o pamcenju, najbolje proucavan slucaj bilateralnog
odstranjenja hipokampusa i njemu okolnih struktura, osobu poznatu pod inicijalima H. M. Kao
posljedica mozdanog ostecenja koje je zadobio u ranoj dobi, H. M. je patio od perzistiraju¢ih
epilepticnih napadaja koji su mu onemogucavali normalan zivot, te su mu iz toga razloga
obostrano odstranjene strukture medijalnog temporalnog reznja, ukljucujuéi i hipokampusnu
formaciju i amigdalu. Iako su mu se epilepti¢ni napadaji nakon operacije poboljsali, pokazalo
se da pacijent boluje od anterogradne amnezije. Ono §to je dalo uvid u funkciju odstranjenih
struktura, te u razlicite tipove pamcenja, bile su karakteristike amnezije od koje je bolovao H.
M. Naime, H. M. je i dalje imao funkcionalno radno pamcenje, te je bio sposoban sjetiti se
dogadaja koji su se zbili prije operacije, medutim, nije mogao stvarati nova dugoro¢na
pamcenja. Pritom se ta nemogucénost odnosila samo na odredene tipove informacija. Taj i
mnogi drugi slucajevi odstranjenja ili lezija odredenih mozdanih struktura bili su klju¢ni za

odredivanje tipova pamcenja, kao i struktura za koje su oni vezani (Kandel i sur. 2021).

Tako je duga 1 bogata povijest znanstvenog istrazivanja utemeljila sada ve¢ uvrijezenu podjelu
na dva sustava pamcenja (eng. memory system): deklarativno, koje se jo§ naziva i eksplicitnim,
te nedeklarativno, iliti implicitno. Klju¢na distinkcija izmedu dva sustava je dostupnost
pamcenja svjesnosti, te ovisnost o hipokampusu, tj. strukturama medijalnog temporalnog
reznja (Squire, 2004). Eksplicitno je paméenje pohranjeno znanje o ljudima, mjestima,
dogadajima i Cinjenicama, kojem se moze svjesno pristupiti, a vezano je uz strukture
diencefalona i medijalnog temporalnog reznja. Dijeli se na epizodicko pamcéenje, $to je
autobiografsko pamcenje koje omogucava prisjecanje dogadaja, i semanticko pamcenje, U
kojem su pohranjene Cinjenice (Squire, 2004). S druge strane, nedeklarativno ili implicitno
pamcenje, ono je koje nije dostupno svjesnoj razini, a o¢ituje se anjcesce kroz izvodenje nekog
zadatka. Karakterizira ga automatizam, nesvjesnost, i postepeno ucenje. Implicitno je
pamcenje Sirok pojam koji ukljucuje razlicite tipove pamcenja, koji se temelje 1 na razli¢itim
mozdanim strukturama, poput striatuma, cerebeluma, amigdale i drugih. Tu spadaju ucenje
vjestina 1 navika, priming, neasocijativno ucenje (habituacija i senzitizacija) i asocijativno

ucenje (uvjetovanje) (Kandel i sur. 2021).



Druga je podjela paméenja s obzirom na trajanje, pri ¢emu razlikujemo kratkorocno, koje traje
minute do sati, i dugoro¢no pamcenje, koje traje danima, godinama, ¢ak i cijeli zivot (Kandel
I sur. 2021). I dok se kratkoro¢no paméenje temelji na modifikacijama postojecih proteina,
dugoro¢no paméenje zahtijeva promjenu genske ekspresije, 1 proteinske sinteze (Bisaz i sur.

2014).

Budu¢i da je fokus ovog zavrSnog rada utjecaj crijevnog mikrobioma na deklarativno
pamcéenje, tj. na ucenje i pamcenje povezano s hipokampusnom formacijom, prvo ¢u opisati
gradu hipokampusne formacije, nakon ¢ega ¢u reci nesto o nastanku dugoro¢nog paméenja i

procesima koji su ukljuceni u to.

2.1. HIPOKAMPUSNA FORMACIJA

Hipokampusna formacija je mozdana struktura smjeStena u medijalnom temporalnom reznju
(Rodriguez-Iglesias i sur. 2019). Visoko konzervirana medu sisavcima, ta se formacija sastoji
od Cetiri zasebne strukture: entorinalni korteks, subikularni kompleks, gyrus dentatus (GD) i
hippocampus proper, koji se pak sastoji od tri polja cornu ammonis (CA1, CA2, CA3) (Amaral
& Witter, 1989). Korteks hipokampusne formacije sastoji se od tri sloja i spada u tzv.
archicortex. Najdublje je smjeSten polimorfni sloj koji se sastoji od aferentnih 1 eferentnih
vlakana i interneurona. Iznad njega se nalazi stani¢ni sloj, zvan stratum granulare u GD-u, jer
je graden od zrnatih neurona, a stratum pyramidale u poljima CA 1 subikulumu, jer se sastoji
od piramidnih neurona. NajviSe povrSinski nalazi se molekularni sloj. Osjetne informacije iz
kortikalnih podru¢ja dospijevaju u hipokampusnu formaciju najveéim dijelom preko

entorinalnog korteksa (Van Strien i sur. 2009).

Postoji direktan 1 indirektan put kojim se informacije prenose iz entorinalnog korteksa do CA1
neurona, koji predstavljaju glavno izlazno podrucje hipokampusa (Slika 1.). Indirektan se put
jo§ naziva 1 trisinapticki put, a zapocinje s prvim neuronom koji je smjesten u entorinalnom
korteksu. Aksoni tih neurona formiraju fasciculus perforans, a tvore sinapse sa zrnatim
neuronima u GD-u. Ti su neuroni drugi neuroni trisinaptickog puta, a njihova vlakna, koja se
nazivaju mahovinasta, zavrSavaju na piramidnim neuronima polja CA3, §to su tre¢i neuroni
puta. Aksoni piramidnih neurona nose poseban naziv Schafferovih kolaterala te sinapticki
zavrSavaju na piramidnim neuronima polja CAl. Entorinalni korteks projicira i direktno na

polja CA3 i CAl. Piramidne stanice polja CA1l u konacnici projiciraju natrag na entorinalni



korteks kao 1 na subikulum, preko kojeg je hipokampus povezan s brojnim mozdanim regijama

(Kandel 1 sur. 2021).
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Slika 1. Direktan i trisinapti¢ki put prijenosa informacija iz entorinalnog korteksa do
piramidnih neurona u polju CAl. U direktnom putu aksoni neurona entorinalnog korteksa
izravno uspostavljaju sinapse s neuronima polja CAl. U trisinaptiCkom putu akson neurona
entorinalnog korteksa uspostavlja sinapsu sa zrnatim stanicama GD-a (fasciculus perforans),
koji zatim uspostavljaju sinapse sa piramidnim stanicama polja CA3 (put mahovinastih
vlakana). Zadnju sinapsu tog puta uspostavljaju aksoni CA3 neurona s piramidnim neuronima

polja CA1 (put Schafferovih kolaterala) (preuzeto 1 prilagodeno i1z knjige Kandel i sur. 2021)



2.2. NASTANAK DUGOROCNOG PAMCENJA

Formacija hipokampusa i prefrontalni korteks dvije su mozdane strukture bitne za nastanak
dugorocnog eksplicitnog pamcenja. To je proces koji se sastoji od nekoliko koraka. Prvi korak
u nastanku dugoro¢nog pamcenja je kodiranje (eng. encoding), tijekom kojeg se stjeCu 1
obraduju nove informacije. Ovo je klju¢ni korak koji odreduje koliko ¢e dobro neka
informacija biti pohranjena. Slijedi korak pohrane (eng. storage) i korak konsolidacije (eng.
consolidation) pamcenja. Konsolidacija omogucéava osnazivanje i stabilizaciju pocetno
nestabilnog oblika pamcenja, te osigurava da odredene vrste smetnji ne uzrokuju gubitak toga
pamcéenja. Zadnji je korak prisje¢anje (eng. retrieval), korak vracanja pohranjene informacije
(Kandel i sur. 2021). Iako se pocetno mislilo da nakon konsolidacije paméenje postaje toliko
stabilno, da nikakvo naknadno prisje¢anje ne utjeCe na njega, danas je opceprihvaceno da
prisjecanje uzrokuje reaktivaciju tog sjecanja, tijekom kojeg ono postaje ponovno prolazno
labilno, tj. podlozno promjenama. Smatra se da rekonsolidacija dovodi do dodatnog
osnazivanja reaktiviranog paméenja, bez mijenjanja izvornog sadrzaja, iako postoje i teorije da

ono sudjeluje u stvaranju novih asocijacija, tj. novih sje¢anja (Bisaz 1 sur. 2014).

lako je u pocetnom nastanku dugotrajnog deklarativnog paméenja klju¢an hipokampus,
pamcéenje kasnije ne ostaje pohranjeno u njemu. Naprotiv, smatra se da je mjesto pohrane
dugoro¢nog eksplicitnog pamcenja cerebralni korteks, pri ¢emu pojedina podruc¢ja pohranjuju
specificne aspekte ili dijelove nekog sjecanja. To ujedno omogucuje prihvacanje odredene

epizode koriste¢i razlicite okidace, bili oni vizualni, olfaktorni ili drugi.

Formiranje novih dugoro¢nih pamcenja temelji se na nekoliko razli¢itih procesa poput
sinaptiCke plasti¢nosti, epigenetickih promjena, strukturnih promjena neurona, te neurogeneze

(Kandel 1 sur. 2021).

2.3. SINAPTICKA PLASTICNOST

Opcenito se smatra da iskustvom nastaju promjene primarno na razini sinapse. Sinapticka
plasti¢nost je proces kojim se mijenja jakost sinapse izmedu dva neurona, ovisno o njezinoj
aktivnosti, 1 proces je koji je klju€an za ucenje i pamcenje. Taj je proces prisutan u cijelom
mozgu, ne samo u hipokampusu, a postoji i velik broj razlicitih oblika. Naj¢eS¢e spominjan,
kao 1 najbolje proucavan je ipak dugorocna potencijacija (eng. long-term potentiation, LTP),

proces koji je otkriven u hipokampusu tetani¢kim podraZivanjem perforantnog puta. LTP je



proces u kojem u odgovoru na specifi¢ne nacine podrazivanja dolazi do dugotrajnih promjena
1 pojacanja sinapticke snage (Kandel i sur. 2021). Postoji velik broj razli¢itih tipova LTP, no
oni se opcenito dijele na NMDAR-ovisne i NMDAR-neovisne (Alkadhi, 2021). Upravo je
NMDAR-ovisan LTP osnova Hebbovske plasti¢nosti, prema kojoj istodobna aktivnost
presinaptickog 1 postsinaptickog neurona dovodi do jacanja sinapse izmedu ta dva neurona

(Kandel i sur. 2021).

2.4. BDNF

Mozdani neurotrofni ¢imbenik (eng. brain-derived neurotrophic factor, BDNF) ¢lan je
porodice neurotrofnih ¢imbenika, od kojih je upravo on najsire eksprimiran u mozgu sisavaca.
Nakon oslobadanja egzocitozom, taj faktor rasta moze djelovati autokrino ili parakrino, pri
¢emu svoje ucinke ostvaruje vezanjem na dva receptora. Od njih, TrkB receptor impliciran je
u gotovo svim ucincima BDNF-a. Ovaj ¢imbenik rasta najvise je eksprimiran u mozdanim
podru¢jima uklju¢enim u kognitivne procese, poput hipokampusa, neokorteksa, cerebeluma,
striatuma i amigdale. BDNF je nuzan za diferencijaciju i prezivljenje neurona, a obavlja i ulogu
regulacije sinaptogeneze i sinapticke plasti¢nosti. BDNF je takoder nuzan za indukciju LTP-3,
kao i za kasnu fazu LTP-a, a esencijalan je i za formaciju dugoro¢nih pamc¢enja (Cunha i sur.
2010).

2.5. ADULTNA HIPOKAMPUSNA NEUROGENEZA

Adultna hipokampusna neurogeneza (eng. adult hippocampal neurogenesis) proces je nastanka
novih neurona u hipokampusnoj formaciji odraslih organizama. Iako jo$§ uvijek ne postoji
konsenzus o tome odvija li se takav proces u odraslih ljudi, on je dobro istraZzen u glodavcima.
Naime, u odraslih glodavaca subgranularna zona (eng. subgranular zone, SGZ) GD-a u
hipokampusnoj formaciji jedno je od dva mjesta gdje se neurogeneza i dalje odvija kasnije u
zivotu. SGZ se definira kao neurogenicna nisa, u kojoj su smjesStene neuralne mati¢ne stanice
(eng. meural stem cells, NSC). Vazno obiljezje neuralnih mati¢nih stanica je da su to
samoobnavljaju¢e multipotentne stanice iz kojih mogu nastati neuroni ili glija stanice. Novi
neuroni nastaju aktivacijom neuralnih mati¢nih stanica specifi¢nim signalima, nakon cega se
te stanice dijele 1 prolaze kroz specifi¢ne razvojne stadije, uz konacan nastanak nezrelih

granularnih stanica. Te stanice prolaze kroz proces sazrijevanja tijekom kojeg istodobno



migriraju od dubljih dijelova granularne zone prema molekularnom sloju. Pri toj migraciji, oni
uspostavljaju sinapse s okolnim neuronima ¢ime se integriraju u postojece neuronske mreze.
Novonastali neuroni igraju ulogu u prostornom i kontesktualnom pamcéenju, a osobito su bitni
razlikovanju obrazaca (eng. pattern separation), tj. mogucnosti razlikovanja sli¢nih, ali

odvojenih podrazaja ili informacija (Dominguez-Rivas i sur. 2021).

3. MIKROBIOM I MIKROBIOTA

Kada su skovali rije¢ mikrobiom, Lederberg i Mccray su ga definirali kao zajednicu
simbiotskih, komenzalnih i patogenih mikroorganizama koja nastanjuje neki dio tijela
(Lederberg i Mccray, 2001). Ipak, u danasnje se doba radi jasna distinkcija izmedu pojmova
mikrobiota i mikrobiom. Dok mikrobiota oznacava sve Zivuce organizme koji ¢ine mikrobiom,
sam mikrobiom je znatno Siri pojam koji uz mikrobnu zajednicu obuhvaca i njihov ,.theatre of
activity ”, dakle molekule koje ta zajednica proizvodi, kao i pokretne geneticke elemente, poput

ekstracelularne DNA i virusa koji se ne ubrajaju u samu mikrobiotu (Berg i sur. 2020).

Crijevna mikrobiota (eng. gut microbiota) je kompleksna zajednica mikroorganizama Koji
nastanjuju probavnu cijev, a odlikuje se najve¢om raznoliko$¢u i abundancijom. Ta mikrobna
zajednica nastaje kolonizacijom prilikom i nakon rodenja, te se formira u prvih par godina
zivota. Kakav ¢e biti uspostavljeni sastav crijevne mikrobiote ovisi 0 mnogostrukim
¢imbenicima, poput genetike pojedinca, nacina porodaja, okolisnih faktora, prehrane, uporabe

antibiotika i sli¢no (Bercik i sur. 2012).

Prema tome, sastav mikrobioma moze jako varirati ¢ak i unutar iste vrste. Primjerice, kod ljudi,
svaki pojedinac sadrzi vise od tisucu filotipova u svojem crijevnom mikrobiomu. Iako u veéini
ljudi dominiraju bakterije koljena Bacteroidetes i Firmicutes, te se i bakterije koljena
Actinobacteria, Proteobacteria i Verrucomicrobia mogu naci kod vecine (Eckburg i sur. 2005),
relativna zastupljenost kao i prisutne vrste jako se razlikuju izmedu pojedinaca (Lozupone i
sur. 2012). Iz toga se razloga sve vise napusta ideja da postoje odredene vrste bakterija koje
dijele svi zdravi pojedinci, ve¢ se umjesto toga govori o funkcionalnoj jezgri mikrobioma. Zbog
funkcionalne redundantnosti mikrobnih vrsta, ¢ak i znacajno razli¢iti mikrobiomi mogu

obavljati istu ulogu u organizmu (Lozupone i sur. 2012).



Raznolikost mikrobioma izmedu pojedinih vrsta sisavaca je velika, i1 kao $to je za ocekivati,
znatno veca nego intraspecijska raznolikost. Odnosi izmedu mikrobioma pojedinih vrsta
sisavaca odrazavaju filogeneticke odnose svojih domacina, §to se naziva filosimbiozom.
Istrazivanja metaboloma pokazala su kako se takve razlike u kompoziciji preslikavaju i na
razliku u funkcionalnosti, te je filosimbioza prema tome bila vidljiva i na razini metaboloma
(Gregor i sur. 2022).

3.1. OS MIKROBIOM-CRIJEVO-MOZAK

Os crijevo-mozak (eng. gut-brain axis, GBA) definira se kao dvosmjerni sustav komunikacije
izmedu probavnog sustava i srediSnjeg ziv€éanog sustava (Bercik i sur. 2012), koji je u
posljednjih par desetlje¢a postao fokus u mnogim znanstvenim istrazivanjima (Miller, 2018).
Misao o intrinzi¢noj povezanosti cijelog tijela, i tendencija razmatranja tijela kao cjeline
datiraju jo§ iz stare Grcke (Margolis i sur. 2021). Nedavnije, holisticki pristup ljudskom
zdravlju bio je zastupljen u zapadnom svijetu tijekom 18. i 19. stoljeca, pri ¢emu je upravo
probavni sustav doSao u fokus, kao potencijalni uzrok Sirokog raspona mentalnih stanja i
emocija, ali 1 potencijalno podrucje terapije. Tijekom 20. stoljeca holizam je vecinski ustupio
mjesto redukcionizmu, i sklonosti promatranju i proucavanju pojedinih dijelova tijela kao
zasebnih i nezavisnih (Miller, 2018). Unato¢ tome, 20. stoljece bilo je razdoblje intenzivnih
istrazivanja koja su ukazala na intrinzi¢nu povezanost crijeva i mozga, kao 1 na bitnu ulogu
mikrobioma u toj komunikaciji. Iz tog se razloga sve ¢e$¢e govori o osi mikrobiom-crijevo-

mozak (eng. microbiome-gut-brain axis, MGB axis) (Lewandowska-Pietruszka i sur. 2022).

Ocekivano, jedna od uloga 0si crijevo-mozak je u odrZanju gastrointestinalne homeostaze, pri
¢emu mozak, ovisno o raspolozivim informacijama, regulira gastrointestinalnu pokretljivost,
proizvodnju mucina i sekreciju (Mayer, 2011). Medutim, ta je 0s ujedno i bitan put kojim
mikrobiom utjece na viSe kognitivne funkcije, poput emocija i raspoloZenja, u€enja i pamcenja,

kao i na sam razvoj enteri¢kog i sredi$njeg Ziv¢anog sustava (Cryan & Dinan, 2012).

3.2. UTJECAJ MOZGA NA CRIJEVA

Mozak signalizira probavnom sustavu preko nekoliko paralelnih sustava koji ukljucuju
autonomni ziv€ani sustav, os hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna zlijezda, simpaticko-

adrenalnu os te silazne monoaminergi¢ne puteve. Pri tome postoje dvije glavne mozdane



strukture iz kojih se informacije Salju prema probavnom sustavu, a to su hipotalamus i
amigdala, koje same primaju integrirane multimodalne informacije o tjelesnim stanjima,
ukljucujuéi informacije o homeostazi crijeva, unosu hrane i visceralnoj boli. Osobito znacajni
u mozdanoj regulaciji probavne funkcije su dvije grane autonomnog ziv€anog sustava,
parasimpaticki, koji opcenito djeluje aktivirajuce, te simpaticki ziv€ani sustav, koji djeluje

inhibirajuce na probavnu cijev (Mayer, 2011).

2.3. UTJECAJ CRIJEVA NA MOZAK

Kljuéni prvi korak u uzlaznoj signalizaciji od probavnog sustava prema mozgu je percipiranje
i kodiranje informacija koje ¢e se prenositi. Tri su glavna nacdina kojima je to omoguceno:
primarnim aferentnim neuronima, imunosnim stanicama, i enteroendokrinim stanicama (Slika
2.) (Mayer, 2011).

Primarni aferentni neuroni koji inerviraju gastrointestinalni sustav dijele se na ekstrinzi¢ne
(vagusni i spinalni) i intrinzi¢ne (eng. intrinsic primary afferent neuron, IPAN). Signali koji se
prenose zivcima su mehanicki, nastali distenzijom i1 kontrakcijom probavne cijevi, te kemijski,

koji se detektiraju posredno, preko zasebnih stanica u lamini propriji (Mayer, 2011).

Intrinzi¢ni primarni aferentni neuroni, kojih ima u znacajno veéem broju, spadaju u entericki
ziv€ani sustav, te ¢ine prve neurone enteriCkih refleksnih puteva (Clerc i Furness, 2004).
Upravo entericki zZiv€ani sustav (eng. enteric nervous system, ENS), koji predstavlja najvecu
komponentu perifernog Ziv€anog sustava, igra kljuénu ulogu u uzlaznoj signalizaciji u sklopu
osi MGB. Otkriven ve¢ tijekom devetnaestog stoljeca, ENS se €esto naziva i drugim mozgom
zbog svoje veli¢ine, kompleksnosti kao 1 autonomnosti. ENS se sastoji od velikog broja
neurona koji su vecinski rasporedeni u ganglije unutar dva spleta, podsluzni¢nog (plexus
submucosus, Meissneri) 1 mijentericnog (plexus myentericus, Auerbachi). Ti su spletovi
prisutni duz tankog i debelog crijeva, u podsluznici, tj. u miSi¢nom sloju stijenke (Furness,
2006). Osobito znacajna je autonomnost enterickog ziv€anog sustava, pri ¢emu on moze
refleksno regulirati mnoge funkcije probavne cijevi nezavisno od srediSnjeg Ziv€anog sustava.
Neke od funkcija koje su refleksno regulirane od strane ENS-a su pokretljivost probavne cijevi,

prokrvljenost, te lu¢enje hormona (Furness, 2006).

Drugi put percepcije signala su enteroendokrine stanice koje, iako difuzno rasporedene kroz
stijenku probavne cijevi, zajedno Cine najvec¢i endokrini organ u tijelu ljudi. Enteroendokrine

stanice (eng. enteroendocrine cells, EEC) omogucuju integraciju kemijskih i mehanickih



signala iz lumena crijeva, a signalizaciju ostvaruju lucenjem razli¢itih vrsta hormona.
IzIu¢enim molekulama djeluju na zivéane zavrSetke ENS-a ili vagusnog zivca, ili pak
endokrino ostvaruju utjecaj na sredisnji zivéani sustav. Bitna znacajka enteroendokrinih stanica
je njihova multimodalna osjetljivost, pri ¢emu jedna stanica ima receptore za, i moze
odgovarati na razliite podrazaje, a upravo ta im znaCajka omogucuje integraciju signala
(Mayer, 2011).

Treci nacin uzlazne signalizacije ostvaruje se putem limfnog tkiva crijeva (eng. gut-associated
lymphoid tissue, GALT), koje sacinjava ¢ak 70-80% imunosnih stanica u tijelu ¢ovjeka. Tako
veliki broj mozda i ne zacuduje, s obzirom na ¢injenicu da je probavna cijev mjesto povrSinski
najveceg kontakta s vanjskim svijetom, gdje granicu ¢ini samo jedan sloj cilindri¢nih epitelnih
stanica, i gdje imunosni sustav mora omoguciti razlikovanje komenzalnih od patogenih

mikroorganizama (Mayer, 2011).
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Slika 2. Uzlazna signalizacija iz probavnog sustava prema srediSnjem Ziv€anom sustavu.
Aferentna signalizacija ostvaruje se preko vagusa i spinalnih Zivaca, preko enteroendokrinih
stanica i imunosnog sustava. Informacije koje se tako prenose su kemijske i mehanicke naravi

(preuzeto i prilagodeno iz Mayer 2011).
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3.4. CETIRI PUTA DJELOVANJA MIKROBIOMA NA HIPOKAMPUS

Unato¢ slozenosti i isprepletenosti osi mikrobiom-crijevo-mozak preko koje mikrobiota
ostvaruje svoj ucinak na hipokampus, radi preglednosti taj ¢e se utjecaj opisati preko Cetiri

razlicita puta (Slika 3.):
1. preko utjecaja mikrobiote na aktivnost vagusa
2. preko modulacije osi HPA
3. preko utjecaja na imunosni sustav

4. preko izlu¢enih metabolita koji ostvaruju izravan utjecaj na hipokampus (Kuijer &

Steenbergen, 2023).
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Slika 3. Mikrobiota ostvaruje svoj utjecaj na hipokampus preko Cetiri medusobno povezana
puta: metaboliti, Zivac vagus, imunosni sustav i os hipotalamus-hipofiza-nadbubrezna Zlijezda

(HPA) (preuzeto 1 prilagodeno iz Kuijer 1 Steenbergen 2023).
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4. N .VAGUS

Prvi nacin na koji crijevni mikrobiom utjece na hipokampus je preko vagusnog zivca, koji je
jedan od dva ziv€ana puta kojim se informacije prenose od probavnog do srediSnjeg ziv€éanog
sustava, pri cemu je drugi put spinalni. I jedan i1 drugi sustav aferentne inervacije ¢ine primarni
aferentni neuroni ¢ija su tijela smjeStena izvan probavne cijevi, pa se stoga nazivaju
ekstrinzi¢ni, za razliku od prethodno spomenutih intrinzi¢nih primarnih aferentnih neurona koji
su dio enterickog ziv€anog sustava. Bitna distinkcija dva navedena puta je tip informacija koji
prenose prema SZS-u, pri éemu spinalni Zivci prenose vecinski nociceptivne informacije, dok
se informacije o sastavu hrane i distenziji Zeluca prenose vagusnim zivcem. Vagusom se
prenose i informacije o prisutnosti molekularnih obrazaca povezanih s mikroorganizmima
(eng. microbe-associated molecular patterns, MAMP) u probavnoj cijevi, o kojima ¢e nesto

viSe biti reCeno u odlomku o imunosnom sustavu (Gershon i Margolis, 2021).

Nervus vagus deseti je kranijalni zivac koji se sastoji od 80% aferentnih i 20% eferentnih
vlakana (Bonaz i sur. 2018), a predstavlja glavni aferentni put prijenosa informacija od organa
trbusne Supljine prema srediSnjem ziv€anom sustavu (Forsythe i sur. 2014). Upravo je ta
aferentna grana vagusa bitna u ostvarivanju utjecaja mikrobioma na hipokampus. Jezgre
primarnih aferentnih pseudounipolarnih neurona smjeStene su u jugularnom i nodoznom
gangliju, a ostvaruju sinapse s neuronima u solitarnoj jezgri u mozdanom deblu (Gershon 1
Margolis, 2021), koja predstavlja glavno srediSte integracije tog aferentnog puta (Olsen i sur.
2023). Neuroni solitarne jezgre zatim Salju aksone u glavni noradrenergi¢ni centar mozga,
locus coeruleus, koji projicira u razli¢ite druge dijelove mozga, ukljucujuci 1 one povezane s

ucenjem 1 pamcenjem, kao §to su amigdala 1 hipokampus (Olsen 1 sur. 2023).

4.1. UTJECAJ MIKROBIOMA NA VAGUS

Zivéani zavreci vagusnog Zivca nikako ne prelaze epitelni sloj stijenke probavne cijevi, pa
stoga ne ostvaruju direktan kontakt s mikrobiomom u lumenu. Mikrobiom stoga ostvaruje svoj
ucinak na vagus ili preko metabolita koji difundiraju kroz epitelni sloj do ziv€anih zavrSetaka

ili preko samih epitelnih stanica (Bonaz i sur. 2018).

Indirektan put signalizacije je preko prethodno spomenutih enteroendokrinih stanica koje su
rasprSene duzinom probavne cijevi. Enteroendokrine stanice odgovaraju na Siroki raspon tvari

u lumenu, primjerice na nutrijente, toksine, i od posebnog znacaja, na bakterije 1 bakterijske
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metabolite, te svojom aktivacijom i egzocitozom peptidnih hormona osiguravaju adekvatan
odgovor na supstance prisutne u probavnom sustavu. Hormon koji otpustaju moze djelovati
parakrino ili endokrino, a jedan od mnogih nizvodnih efektora tih stanica je upravo vagus, na
koji mogu djelovati direktno i indirektno. Direktne se interakcije ostvaruju preko spojeva nalik
sinapsama, dok EEC indirektno utjeCu na vagus preko otpuStenih hormona, poput
kolecistokinina, peptida YY 1 glukagonu slicnog peptida-1 (GLP-1), za koje vagus ima

receptore na zivcanim zavrsecima (Latorre i sur. 2016).

Vagus moze i direktno osjetiti metabolite koje otpusti mikrobiota, a koji difundiraju kroz
epitelni sloj, poput kratkolan¢anih masnih kiselina. Vagus takoder, poput enteroendokrinih
stanica, eksprimira receptore sli¢ne Tollu (eng. Toll-like receptors, TLR) bitne za detekciju
bakterijskih komponenti poput lipopolisaharida (eng. lipopolysaccharide, LPS) (Bonaz i sur.
2018).

Izravan dokaz da mikrobiom moze utjecati na aktivnost vagusa pruza i istrazivanje u kojem je
u lumen jejunalnog segmenta ex vivo injektirana bakterija Lactobacillus rhamnosus (JB-1) §to
je dovelo do povecanja aktivnosti aferentnih vlakana vagusnog Zivca (Perez-Burgos i sur.

2013).

4.2. UCINAK VAGUSA NA HIPOKAMPUS

Istrazivanja koja pokazuju da vagus ima znacajan utjecaj na ucenje 1 pamcenje povezano S
hipokampusom su ona koja primjenjuju tehniku stimulacije Zivca vagusa (eng. vagus nerve
stimunation, VNS). Stimulacija Zivca vagusa poboljSava pamcenje, dovodi do promjena u
sinaptickoj plasticnosti u hipokampusu, povecava ekspresiju neurotrofina BDNF te potice

hipokampusnu neurogenezu (Olsen 1 sur. 2023).

Nadalje, subdijafragmalna vagotomija, procedura u kojoj se zivac vagus reZe ispod dijafragme,
u Stakora uzrokuje poremecaje u prostornom i kontekstualnom epizodi¢énom paméenju (Suarez
1 sur. 2018). To ukazuje na klju¢nu ulogu koju signalizacija vagusom igra u formaciji odredenih

vrsta pamcenja.
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4.3. UTJECAJ MIKROBIOMA NA HIPOKAMPUS POSREDSTVOM
VAGUSA

U proucavanju utjecaja mikrobiote na hipokampus na nacin koji je ovisan o vagusu, osobito su
znacajna istrazivanja u kojima se radi transplantacija fekalne mikrobiote, §to je intervencija u
kojoj se fekalna mikrobiota direktno iz probavnog sustava zdravog donora prenosi u probavni

sustav recipijenta koji boluje od disbioze (Marcondes Avila i sur. 2020).

Rei i sur. (2022) pokazali su kako fekalna transplantacija iz starih miSeva ili starih ljudskih
donora u mlade miseve dovodi do poremecaja u pamcenju povezanom s hipokampusom, a
rezultira i smanjenom hipokampusnom neurogenezom te pove¢anom astrogliozom. U tim se
misevima otkrila smanjena aktivnost vagusa, a intervencija kojom se povecala aktivnost
aferentnih vlakana vagusa suzbila je negativne efekte transplantacije fekalne mikrobiote iz
starih donora. Nadalje, aktivacija aferentnog vagusa poboljsala je i paméenje ostarjelih misSeva
(Rei i sur. 2022).

Siopi 1 sur. (2023) pokazali su da transplantacija fekalne mikrobiote iz miSeva podvrgnutih
proceduri UCMS (eng. unpredictable chronic mild stress) u zdrave miSeve dovodi do aktivacije
vagusa te promjena u dopaminskom i serotoninskom signaliziranju u hipokampusu i
mozdanom deblu, a rezultira i smanjenom neurogenezom te pove¢anom neuroinflamacijom u
hipokampusu. Zanimljivo, takvi ucinci fekalne transplantacije izostaju kod miSeva sa

subdijafragmalnom vagotomijom (Siopi i sur. 2023).

S. OS HPA

Prema GUTS (eng. Generalized Unsafety Theory of Stress) teoriji stresni odgovor je default
pozicija, u smislu da je to odgovor koji je normalno aktivan u odsustvu signala sigurnosti. Tek
u prisustvu takvih signala prefrontalni korteks djeluje inhibitorno na moZdane strukture
ukljucene u stresni odgovor te ih inhibira. Na taj nacin stresni odgovor ne nastaje samo u
odgovoru na stresore u okolini, ve¢ 1 u odsustvu signala sigurnosti. Takav mehanizam kontrole,

koji se temelji na disinhibiciji, a ne na aktivaciji, rasiren je u mozgu (Brosschot i sur. 2018).

Stresni odgovor ukljucuje nekoliko sustava. U odgovoru na stresne podrazaje iz okoline prvo

se aktivira simpaticki ziv€ani sustav koji dovodi do povecanog izlucivanja adrenalina i
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noradrenalina iz srzi nadbubrezne Zlijezde. Povecana koncentracija katekolamina uzrokuje
povecanu sr¢anu frekvenciju, ubrzano disanje, te povisen krvni tlak, tj. simptome koji se tipicno

povezuju sa stresom (Welling i Shackelford, 2019).

Drugi sustav koji je ukljucen u stresni odgovor, a sporije se aktivira je os hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlijezda (eng. hypothalamic-pituitary-adrenal axis, HPA). To je neuroendokrini
sustav kontrole izlu¢ivanja glukokortikoida iz nadbubreznih Zlijezda. Os HPA zapocCinje s
izlu¢ivanjem hormona koji stimulira kortikotropin (eng. corticotropin-releasing hormone,
CRH) iz neurona c¢ija su tijela smjeStena u paraventrikularnoj jezgri hipotalamusa. Taj se
hormon iz ziv€anih zavrSetaka neurona otpusta u hipotalamo-hipofizni portalni sustav, kojime
dospijeva do adenohipofize. Svoj uinak ostvaruje vezuci se za svoje receptore na povrsini
kortikotropnih ~ stanica  adenohipofize, u kojima potice lucenje  hipofiznog
adrenokortikotropnog hormona (eng. adrenocorticotropic hormone, ACTH). Os se nastavlja
utjecajem ACTH na stanice kore nadbubreZne Zlijezde u kojima potice lucenje glukokortikoida,

primarno kortizola 1 kortikosterona (Spencer i Deak, 2017).

Glukokortikoidi na razini organizma djeluju tako da uzrokuju prebacivanje metabolizma na
iskoriStavanje masti i proteina kao izvora energije, te poti¢u glukoneogenezu i povisuju razinu
glukoze u krvi, a imaju i znacajne protuupalne i imunosupresivne efekte (Vegiopoulos i Herzig,
2007). Osim §to djeluju na metabolizam, glukokortikoidi prolaze kroz krvno-moZzdanu barijeru
(Spencer 1 Deak, 2017), 1 time vrSe uc¢inak na mozak, a osobito na hipokampus, koji ima visoku

koncentraciju receptora za glukokortikoide (Reul 1 De Kloet, 1985).

5.1. UTJECAJ MIKROBIOMA NA OS HPA

Stres, djelujuci preko nekoliko razli¢itth mehanizama, uklju€uju¢i imunosni sustav, povisene
razine katekolamina, i utjecaj na integritet intestinalne barijere, uzrokuje promjene u
kompoziciji crijevne mikrobiote te moZe dovesti do razvitka disbioze (de Weerth, 2017).
Medutim, odnos izmedu stresnog sustava i crijevnog mikrobioma je dvosmjeran, i mikrobiom
moze modulirati stresni odgovor. Istrazivanja pokazuju kako suplementacija sojem L.
helveticus NS8 uzrokuje smanjenje razine kortikosterona i ACTH u krvi (Liang i sur. 2015), a
slicno je 1 administracija Bifidobacterium adolescentis IM38 dovela do smanjenja razine

kortikosterona (H. M. Jang i sur. 2018).

Os HPA je u ranom Zivotu osobito osjetljiva, a jedan od ¢imbenika za koji se pokazalo da igra

klju¢nu ulogu u uspostavi funkcionalne osi HPA je crijevni mikrobiom. Taj je uc¢inak osobito
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izrazen u GF (eng. germ-free) Zivotinjama, Sto su zivotinje koji ne posjeduju vlastiti
mikrobiom. GF miSevi u odgovoru na stresni podrazaj imaju znatno povisene razine ACTH i
kortikosterona u odnosu na SPF (eng. specific pathogen free) miseve, te pokazuju preaktivan
stresni odgovor putem HPA osi (Sudo i sur. 2004). Nadalje, stres u ranom Zzivotu uzrokuje
razvitak disbioze koja ima negativan utjecaj na razvoj normalne osi HPA (Frankiensztajn 1 sur.

2020).

5.2. UTJECAJ OSI HPA NA HIPOKAMPUS

Neuroni hipokampusa imaju izrazito visoku koncentraciju glukokortikoidnih i
mineralokortikoidnih receptora, dvije vrste receptorskih sustava na koji se glukokortikoidi
vezu (Reul 1 De Kloet, 1985). Ta ¢injenica ukazuje da bi glukokortikoidi, tj. hormoni stresa,
mogli igrati potencijalno vaznu ulogu u formaciji pamcenja. Poznato je da emocionalno
nabijena iskustva ostavljaju trajniji utisak od emocionalno neutralnih iskustava, te da dovode
do formacije trajnijih sje¢anja, bila ona pozitivna ili negativna. Funkcija oblika obrnutog slova
U opisuje odnos izmedu razine stresa i efikasnosti pohrane sje¢anja; umjerena razina stresa
nuzna je kako bi nastalo dugotrajnije 1 snaznije sjecanje, medutim, kroni¢ni stres ili abnormalno
visoke razine hormona stresa dovode do poremecaja u pamcenju. To podupire i ¢injenica da su
signalni putevi nizvodno od glukokortikoidnih receptora nuzni za konsolidaciju pamcenja, ali
ponovno, ukoliko je razina hormona u normalnom rasponu. S druge strane, izloZenost
kroni¢nim stresorima negativno utje¢e na pamcenje, te dovodi ¢ak i do strukturnih promjena u

hipokampusu, tj. do retrakcije 1 atrofije dendrita neurona (Bisaz i sur. 2014).

5.3. UCINAK MIKROBIOMA NA HIPOKAMPUS PUTEM OSI HPA

IzloZenost stresorima dovodi do nastanka poremecaja u ucenju 1 paméenju, a da je to ucinak
kojem posreduje crijevni mikrobiom, pokazuju istraZivanja s administracijom probiotika. Tako
su Liang 1 sur. (2015) pokazali kako izlaganje odraslih miSeva kroni¢nom stresu uzrokuje
anksiozno i depresivno ponaSanje, kao i poremecaje u pamcenju. U tim su miSevima
detektirane poviSene razine hormona stresa, proupalnih citokina, te smanjena razina BDNF-a
u hipokampusu. Suplementacija probiotikom Lactobacillus helveticus sprijecila je ve¢inu tih

promjena uzrokovanih kroni¢nom izloZenosc¢u stresu (Liang i sur. 2015).
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Gareau 1 sur. (2011) pokazali su da psiholoski stres uz istodobnu izlozenost bakterijskoj
infekciji dovodi do poremecaja u ucenju 1 pamcenju, pri ¢emu inficirani misevi bez primjene
stresora nisu pokazivali promjene u tim kognitivnim funkcijama. Dnevna administracija
probiotika sprijecila je navedene negativne promjene, uz uspostavu normalne ekspresije BDNF
1 c-Fos u hipokampusu, koja je bila smanjena u miSeva koji nisu bili tretirani probioticima

(Gareau i sur. 2011).

Nadalje, pokazalo se kako je stres povezan s povecanjem intestinalne permeabilnosti. Takva
promjena rezultira povecanjem translokacije bakterija iz lumena crijeva u organizam, $to
dovodi do razvoja sistemske upale, koja zatim dodatno povecava intestinalnu permeabilnost, u
svojevrsnom zaCaranom krugu (Kelly i sur. 2015). Takvo upalno stanje poti¢e 1 nastanak
neuroinflamacije, za koju se pokazalo da uzrokuje promjene u hipokampusu. Czerniawski i
sur. (2014) pokazali su da akutna neuroinflamacija, inducirana injekcijom LPS u miSeve,
dovodi do poremecaja u pamcenju vezanom za diskriminaciju konteksta (Czerniawski i

Guzowski, 2014).

6. IMUNOSNI SUSTAV

Jedna je od glavnih funkcija imunosnog sustava obrana organizma od stranih patogena. Kako
bi mogao obavljati svoju ulogu, imunosni sustav mora imati sposobnost razlikovanja patogenih
od komenzalnih mikroorganizama, kao i svojstvo nereaktivnosti ne samo na vlastito nego i na
oko tisucu vrsta mikroba prisutnih u probavnom sustavu, koji su od imunosnih stanica mukoze

odvojeni samo jednim slojem epitelnih stanica (Macpherson 1 sur. 2005).

Tradicionalno spominjani u okviru obrane od patogena i za¢injanja upalnog procesa, receptori
za prepoznavanje obrazaca (eng. pattern recognition receptors, PRR) su receptori eksprimirani
na stanicama urodenog imunosnog sustava koji prepoznaju odredene konzervirane mikrobne
molekule zvane MAMP (eng. microbe-associated molecular patterns). Medutim, MAMP-ovi
su, kao §to ime kaze, visoko ocuvani molekularni obrasci, Siroko rasprostranjeni medu
mikrobima, te ih stoga posjeduju, ne samo patogeni, ve¢ i komenzalni mikrooganizmi (Chu i
Mazmanian, 2013). Prema tome, PRR-ovi na imunosnim stanicama su kontinuirano izloZeni
MAMP-ovima podrijetlom od komenzalnih mikroorganizama, koji aktivacijom tih receptora u

normalnim okolnostima ne izazivaju upalni odgovor, ve¢ ¢ak mogu ostvariti protuupalne
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uc¢inke (Chu i Mazmanian, 2013). Do kojeg ¢e od ova dva opre¢na u¢inka do¢i aktivacijom tih
receptora prvenstveno odreduju okolnosti u kojima dolazi do aktivacije, tj. prisutnost signala
opasnosti ili signala sigurnosti (Swiatczak i Cohen, 2015). U receptore za prepoznavanje
obrazaca spadaju i receptori sli¢ni Tollu, koji su u sisavaca klju¢ni za odrzavanje homeostaze

epitela crijeva (Rakoff-Nahoum i sur. 2004).

Mikrobiom sisavaca je klju¢an i u sazrijevanju imunosnog sustava domacina tijekom kriticnog
perioda u prvim godinama zivota (Zheng i sur. 2020). Dokazi za to potjecu od eksperimenata
s GF zivotinjama, u kojima je uocen nepotpuno razvijeni imunosni sustav, koji se odlikuje
smanjenim brojem plazma stanica i CD4" stanica T u mukozi, nestrukturiranim limfnim

¢vorovima i slezenom te hipogamaglobulinemi¢nim serumom (Macpherson i Harris, 2004).

6.1. MIKROGLIJA

Neuralna plasti¢nost, nesto §iri pojam od sinapti¢ke plasticnosti, ukljuuje procese poput
apoptoze neurona, degradacije pojedinih izdanaka neurona i degradacije pojedinacnih sinapsa,
Sto sve rezultira oslobadanjem stani¢nih ostataka. Zbog tog razloga, neuralna plasti¢nost mora
biti strogo kooordinirana s imunosnim procesima, kako normalni procesi modulacije mozga ne
bi postali patoloski. U tim procesima sudjeluju primarno glija stanice (mikroglija 1 astrociti) te
stanice koroidnog pleksusa, mozdanih ovojnica i krvozilnog sustava mozga (Yirmiya i Goshen,

2011).

Mikroglija stanice su glavne stanice urodene imunosti u SZS, uklju¢ene u odrzavanje
homeostaze u mozgu, fagocitozu patogena i stani¢nog otpada, te pokretanje imunosnog
odgovora (Sierra 1 sur. 2014). Mikroglija takoder igra klju¢nu ulogu u hipokampusnoj
neurogenezi, pri ¢emu ostvaruje blizak kontakt sa stanicama svakog stadija neurogeneze,
sudjeluje u fagocitozi apoptoti¢nih stanica, te modulira taj proces sekrecijom raznih faktora. S
druge strane, aktivacija mikroglije, koja je jedna od znacajki neuroinflamacije, moZe za
posljedicu imati smanjenu hipokampusnu neurogenezu 1 posljedi¢no poremecaje u pamcéenju

(Rodriguez-Iglesias 1 sur. 2019).
Mikrobiota sudjeluje u regulaciji funkcije i sazrijevanja mikroglije, pri cemu GF miSevi imaju
defektivnu mikrogliju, koja je nezrelog fenotipa i promijenjene morfologije. Budu¢i da miSevi

kojima nedostaje FFAR2 receptor imaju slicno promijenjenu mikrogliju kao 1 GF miSevi, vrlo

je vjerojatno da se ucinak mikrobiote na te stanice ostvaruje preko metabolita SCFA (Erny 1
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sur. 2015). Nadalje, mikrobiota preko SCFA mijenja aktivnost mikroglije, ¢ime moze dovesti

do supresije upale (Baizabal-Carvallo 1 Alonso-Juarez, 2020).

6.2. UCINAK DISBIOZE NA HIPOKAMPUSNU FUNKCIJU

Disbioza se definira kao promjena u sastavu i funkciji mikrobioma, do koje dolazi kao
posljedica djelovanja niza faktora u okoliSu ili unutar domaéina, pri ¢emu novonastala
zajednica perzistira kao novo stabilno stanje. No, s obzirom na veliku raznolikost mikrobioma,
te posljedicnu nemoguc¢nost definiranja referentnog mikrobioma, nije dovoljno disbiozu
definirati kao promijenjeno stanje (jer se ne moze definirati s obzirom na $to), pa uza definicija
disbioze glasi da je to zajednica mikroorganizama koja je povezana s nastankom ili razvojem
bolesti. Cesti uzroci disbioze su intestinalna infekcija, prehrana i ksenobiotici. Iako imunosni
sustav sudjeluje u regulaciji kompozicije mikrobioma 1 sprje€ava nastanak disbioze, jednom
uspostavljena disbioza djelovanjem na imunosni sustav stabilizira i odrzava to nastalo

promijenjeno stanje (Levy i sur. 2017).

Kao 1 stres, 1 disbioza naruSava integritet intestinalne barijere, Sto omogucava bakterijskim
produktima pristup krvozilnom sustavu, a povecava i permeabilnost krvno-mozdane barijere
(Mou i sur. 2022). Prisutnost bakterijskih produkata u organizmu dovodi do aktivacije upalnog
odgovora 1 proizvodnje proupalnih citokina, te nastanka sistemske upale, a ti su procesi
povezani s razvojem neuroinflamacije (Baizabal-Carvallo 1 Alonso-Juarez, 2020).
Neuroinflamacija je povezana s mnogim neurodegenerativnim bolestima poput Parkinsonove

1 Alzheimerove bolesti, koje utjeCu na u€enje i pamc¢enje (Subhramanyam i sur. 2019).

Eksperimentalno, disbioza se oponasa administracijom lipopolisaharida koji stimulira
imunosni sustav ili se inducira visokofruktoznom prehranom koja, osim §to uzrokuje disbiozu
1 sistemsku upalu, dovodi i do poremecaja epitelne funkcije (Kuijer i Steenbergen, 2023).
Takva prehrana dovodi do pogorSanja prostornog pamcenja, uz zabiljeZenu inhibiciju
hipokampusne neurogeneze, indukciju neuroinflamacije i promjenu astrocita u hipokampusu
(Fierros-Campuzano i sur. 2022). Li i sur. (2019) pokazali su da prehrana obogacéena fruktozom
dovodi do hipokamplane neuroinflamacije, aktivacije i glioze mikroglije 1 astrocita, te da
uzrokuje smanjenu neurogenezu u hipokampusnom GD-u. Hipokampusna neuroinflamacija 1
glioza inhibirane su administracijom antibiotika Sto ukazuje na kauzativnu ulogu disbioze u

tim procesima (Li i sur. 2019).
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Probiotici opcenito djeluju na imunosni sustav tako da smanjuju aktivaciju NF-xB puta 1
proizvodnju proupalnih citokina ¢ime suprimiraju upalni odgovor. Sli¢no, 1 prebiotici mogu
smanjiti upalne odgovore u domacinu, bilo direktno ili indirektno (Yousefi i sur. 2019). Jedno
je istrazivanje pokazalo kako administracija prebiotika smanjuje razine proupalnih citokina, te
dovodi do poboljsanja u poremecaju u ucenju i1 paméenju uzrokovano skopolaminom. To je
poboljsanje bilo ovisno o sastavu mikrobiote, jer su isti efekti postignuti transplantacijom
mikrobiote u druge miSeve (Su i sur. 2018). Slican efekt poboljSanja prostornog paméenja, te
snizenja razine proupalnih citokina postignut je i primjenom sinbiotika (Romo-Araiza i sur.

2018).

7. METABOLITI

Zadnji nacin na koji mikrobiom ostvaruje svoj utjecaj na hipokampus je putem vlastitih
metabolita, tj. molekula koje nastaju metabolizmom mikrobiote. Od tih raznovrsnih molekula,
posebno su znacajne dvije skupine, kratkolancane masne kiseline i neurotransmiteri (Kuijer 1

Steenbergen, 2023).

7.1. SCFA

Kratkolan¢ane masne kiseline (eng. short-chain fatty acids, SCFA), su kratke monokarboksilne
kiseline koje sadrze do 6 ugljikovih atoma, u koje spadaju acetat, propionat i butirat. U
organizmu vecinski nastaju fermentacijom vlakana 1 rezistentnog Skroba iz hrane djelovanjem
specifi¢nih bakterijskih vrsta u slijepom i1 debelom crijevu, iako u slu¢aju nedostatka vlakana
u prehrani mogu nastati i fermentacijom proteina ili ¢ak masti (Koh 1 sur. 2016). SCFA se iz
lumena crijeva apsorbiraju u kolonocite monokarboksilatnim transporterima ovisnim o H" ili
Na’, te se dalje portalnim krvotokom prenose do jetre nakon koje dospijevaju u sistemski
krvotok. Vec€ina se butirata iskoristi u kolonocitima kojima je on glavni izvor energije, dok se
propionat metabolizira u jetri, pa je acetat u sistemskoj cirkulaciji prisutan u najvecoj
koncentraciji. Osobito vazno otkri¢e koje je potaknulo dublja istrazivanja SCFA kao bitnih
metabolita, bio je otkric¢e receptora za te molekule, koji su eksprimirani na mnogim stanicama
u organizmu, ukljucujuéi i enteroendokrine stanice 1 imunosne stanice. Ti su receptori dobili

naziv FFAR2 1 FFAR3 (eng. free fatty acid receptor 2 and 3) (Koh 1 sur. 2016).
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SCFA ostvaruju svoje djelovanje na hipokampus direktno i1 indirektno. Indirektno djeluju
vezuci se na receptore na enteroendokrinim stanicama, pri ¢emu stimuliraju sekreciju GLP-1 1
PYY, hormona koji preko vagusa djeluju na hipokampus (Kuijer i Steenbergen, 2023).
Medutim, SCFA u sistemskoj cirkulaciji prolaze i kroz krvno-mozdano barijeru (eng. blood-
brain barrier, BBB) 1 mogu se detektirati u cerebrospinalnoj tekuéini, te tako ostvaruju direktan
utjecaj vezuci se na receptore na mikrogliji i neuronima (Silva 1 sur. 2020). SCFA vjerojatno
sudjeluju 1 u odrzavanju krvno-mozdane barijere, pri ¢emu GF misevi pokazuju smanjenu
ekspresiju proteina ¢vrstih spojeva, i s tim povezanu povecanu permeabilnost krvno-mozdane

barijere (Braniste i sur. 2014).

Dva su bitna uc¢inka koja SCFA ostvaruju u hipokampusu: modulacija histonske deacetilaze 1

povecanje ekspresije BDNF-a.

7.1.1. UTJECAJ NA HISTONSKU ACETILACIJU

Acetilacija, tj. deacetilacija histona jedna je od epigenetickih modifikacija kojima se
reverzibilno mijenja struktura kromatina, a time i dostupnost gena transkripcijskoj masineriji.
Taj reverzibilni proces kataliziraju dva recipro¢na enzima, histonska acetiltransferaza (eng.
histone acetyltransferase, HAT) 1 histonska deacetilaza (eng. histone deacetylase, HDAC), koji
dodaju, odnosno micu acetilnu skupinu s e-skupine lizina unutar N-terminalnih repova histona.
Budu¢i da se acetilacijom smanjuje afinitet histona prema molekuli DNA, time nastaje
kromatinska struktura koja podupire transkripciju, te se povecava genska ekspresija

(Johnstone, 2002).

Butirat, i neSto manje propionat, djeluju kao inhibitori histonske deacetilaze (Johnstone, 2002).
Osim §to je to mehanizam kojim butirat sprjeava razvoj kolorektalnog tumora (Koh 1 sur.
2016), ta inhibicijska aktivnost znacajna je 1 u utjecaju na hipokampus. Naime, acetilacija
histona bitna je modifikacija koja prati formiranje pamcenja, 1 sukladno, vecina poremecaja u
pamcenju do kojih dolazi u bolestima poput depresije, Alzheimerove bolesti i sli¢no, pracena
su smanjenjem acetilacije histona. Prema tome, koriStenje inhibitora HDAC S§titi od
hipoacetilacije histona, i time omogucuje povratak normalnog pamcenja u miSevima (Graff i
Tsai, 2013). Cak i poremeéaji u paméenju uzrokovani starenjem pokazuju sli¢an trend

hipoacatilacije histona (Stilling i Fischer, 2011).

Natrijev butirat, kao HDAC inhibitor klase 1, povecavajuci acetilaciju histona u hipokampusu,

potice konsolidaciju i rekonsolidaciju prostornog dugoro¢nog pamcenja (Villain i sur. 2016).
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7.1.2. BDNF

Kao sto je detaljnije objasnjeno u prijasnjem odlomku, BDNF je neurotrofni ¢imbenik koji igra
klju¢nu ulogu u formaciji dugoro¢nih pamc¢enja u hipokampusu, te je jedan od ¢imbenika koji
su osjetljivi na utjecaj crijevne mikrobiote. Tretiranje miSeva antibioticima uzrokuje smanjenu
ekspresiju BDNF-a u hipokampusu (Desbonnet i sur. 2015), dok administracija probiotika
povecava istu (Liu i sur. 2015). U miSeva s vaskularnom demencijom, tretman probiotikom
Clostridium butyricum povecalo je razinu butirata u mozgu, kao i ekspresiju BDNF u

hipokampusu (Liu i sur. 2015).

7.2. NEUROTRANSMITERI

7.2.1. TRIPTOFAN I SEROTONIN

Triptofan je u sisavaca esencijalna aminokiselina koja se stoga mora pribaviti iz prehrane. U
probavnom se sustavu digestijom proteina oslobada slobodna aminokiselina, koja apsorpcijom
dospijeva u krvotok, gdje je veéinski vezana za albumin, a manjim je dijelom prisutna u
slobodnom obliku (O’Mahony i sur. 2015). Osim §to se koristi za sintezu proteina, sluzi i kao
prekursor u biosintezi neurotransmitera serotonina (5-hidroksitriptamin, 5-HT), te epifiznog
hormona melatonina. Ipak, glavni put metabolizma te aminokiseline je kinureninski, kojim se
u jetri oksidira vise od 90% ukupnog triptofana. Kinurenin dalje ima dvije moguce sudbine te
se pretvara ili u kinureninsku kiselinu ili u kinolinsku kiselinu. Od posebnog je znacaja omjer
ta dva metabolita u organizmu, pri ¢emu kinureninska kiselina, neuroprotektivni NMDAR
antagonist, djeluje protektivno protiv neurotoksi¢ne kinolinske kiseline, NMDAR agonista

(Gao 1 sur. 2020).

Mikrobiom sudjeluje u metabolizmu triptofana na nekoliko nacina. Prvo, jedan dio triptofana
koji se ne apsorbira u tankom crijevu dospijeva do debelog crijeva gdje je degradiran od strane
mikrobioma u triptamin, indol i njegove derivate. Drugo, mikrobiom djeluje i na put sinteze
serotonina, primarno utjeCu¢i na enterokromafine stanice crijeva koje su mjesto sinteze 90%
ukupnog serotonina u tijelu. Takoder, pojedine bakterijske vrste mogu koristiti triptofan za
proizvodnju serotonina u lumenu crijeva. Tre¢e, mikrobiom modulira kinureninski put,
najvjerojatnije preko utjecaja na imunosni sustav, budu¢i da su enzimi toga puta osjetljivi na

upalne medijatore (Gao i sur. 2020).
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Poznato je da serotonin igra ulogu u nastanku pamcenja, te da njegova povisena koncentracija
ima pozitivne u¢inke na kognitivne funkcije (Haider i sur. 2007). Nadalje, oralna administracija
triptofana dovodi do poboljSanja u pamcenju, na nacin koji je povezan s poviSenjem
koncentracije 5-HT u hipokampusu (Haider i sur. 2007), ali i neovisan o njemu (Yousefzadeh
1 sur. 2020). Takoder je poznato kako tretiranje miSeva s probiotikom Bifidobacterium infantis
kroz 2 tjedna povecava razinu triptofana i kinurenina u plazmi (Desbonnet i sur. 2008), Sto
predstavlja moguci mehanizam utjecaja probiotika na poboljsanje pamcenja. S druge strane,
deplecija mikrobioma kroni¢nom administracijom antibiotika rezultira smanjenim razinama 5-

HT u hipokampusu, te poremecajem u ucenju povezanom s hipokampusom (Hoban i sur. 2016)

7.2.2. TIROZIN I KATEKOLAMINI

Tirozin je aromatska aminokiselina koja sluzi kao prekursor skupini molekula zvanih
katekolamini, u koju spadaju dopamin, norepinefin i epinefrin. Prvi korak sinteze katekolamina
ukljucuje hidroksilaciju tirozina kojom nastaje DOPA, nakon c¢ega slijedi korak
dekarboksilacije, te nastaje dopamin. U dopaminergi¢nim neuronima to je zadnji korak, no u
noradrenergi¢nim neuronima, slijedi korak hidroksilacije dopamina, ¢ime nastaje norepinefin.
Norepinefin se dalje moze pretvoriti u epinefrin, uz prisutnost enzima feniletanolamin-N-

metiltransferaza (Fernstrom i Fernstrom, 2007).

Katekolamini su klju¢ni u stvaranju dugoro¢nih pamc¢enja u hipokampusu. Poznato je da je
dopaminergi¢no signaliziranje u hipokampusu bitno za uspjeSnu konsolidaciju dugoro¢nog
pamcenja (Rossato i sur. 2009), a postoje i dokazi da su D1 i D5 receptori bitni u kontroli
plasti¢nosti hipokampusu (Yang i Dani, 2014), no to je jo§ uvijek kontroverzno. Nadalje,
norepinefrin je bitan modulator sinapticke plasticnosti za koji se pokazalo da je bitan u

konsolidaciji emocionalno nabijenih sjecanja (Tully i Bolshakov, 2010).

Iako nekoliko vrsta bakterija moze proizvoditi dopamin ili noradrenalin (Strandwitz, 2018), te
je demonstrirano kako u lumenu crijeva GF miSeva postoji smanjena koli¢ina slobodnih
katekolamina (Asano i sur. 2012), tako sintetizirani katekolamini tipi¢no ne prolaze kroz
krvno-mozdano barijeru (Oldendorf, 1971), te stoga ne ostvaruju utjecaj na hipokampus. Ipak,
Hoban i sur. (2016) pokazali su kako deplecija ili disbioza uzrokovana administracijom
antibiotika u miSeva dovodi do promjene u razinama L-DOPA, prekursora dopamina, kao i
njegovog metabolita, HVA, u hipokampusu. U tim je zivotinjama zabiljeZen i poremecaj u

prostornom pamcenju (Hoban i sur. 2016).
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7.2.3. GLUTAMIN, GLUTAMAT I GABA

Glutamin je neesencijalna aminokiselina koja se moze sintetizirati u tijelu sisavaca. lako sama
nije neurotransmiter, prekursor je glavnom ekscitacijskom neurotransmiteru mozga, glutamatu.
Vise transporterskih sustava u krvno-mozdanoj barijeri omogucava prijenos glutamina, koji je
najces¢a aminokiselina u cerebrospinalnoj tekucini, s koncentracijom koja priblizno odgovara
njegovoj koncentraciji u plazmi (Xiang i sur. 2003). S druge strane, koncentracija glutamata u
cerebrospinalnoj tekucini je precizno regulirana, te se on vecinski sintetizira u mozgu iz

glutamina (Smith, 2000).

Glutamat je glavni neurotransmiter i u hipokampusu, a temelj je 1 sinapti¢ke plasti¢nosti koja
ovisi o NMDA receptoru, pa igra bitnu ulogu u ucenju i pamcenju (Kandel i sur. 2021). U
istrazivanjima se c¢esto, umjesto koncentracije glutamata, navodi Glx kao kombinacija
koncentracija glutamata i glutamina, pri ¢emu je veca razina Glx u hipokampusu povezana s
boljim paméenjem (Nikolova i sur. 2017). Niddam 1 sur. (2011) pokazali su kako je disbioza u
pacijentima koji boluju od sindroma iritabilnog crijeva, povezana sa smanjenjem vrijednosti
Glx u hipokampusu, te da je to obrnuto proporcionalno indikatorima emocionalnog stresa

(Niddam i sur. 2011).

GABA (eng. y-aminobutyric acid) je glavni inhibicijski neurotransmiter u mozgu sisavaca, a
sintetizira se u mozgu iz glutamata. Taj neurotransmiter neophodan je za ucenje ovisno o
hipokampusu, a sudjeluje i u kontroli adultne hipokampusne neurogeneze (Sibbe 1 Kulik,
2017). Postoje istrazivanja u kojima je administracija probiotika dovela smanjenja ekspresije
podjedinice receptora za GABA, ¢ija je inaktivacija povezana s poboljSanim pamcenjem

(Bravo i sur., 2011).
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8. ZAKLJUCAK

Crijevna mikrobiota, zajednica mikroorganizama koja nastanjuje probavni sustav, ostvaruje
svoj utjecaj na u¢enje i pamcenje povezano s hipokampusom preko Cetiri razli¢ite komponente
osi mikrobiom-crijevo-mozak. Prvi nacin na koji ostvaruje svoje djelovanje je preko zivca
vagusa, kranijalnog zivca koji prenosi velik dio informacija od abdominalih organa prema
mozgu. Nadalje, mikrobiota utjece na hipokampus modulacijom osi hipotalamus-hipofiza-
nadbubrezna Zlijezda, endokrinog sustava ukljucenog u stresni odgovor, kao i modulacijom
imunosnog sustava. Naposljetku, znacajni efekti ostvaruju se i izlu¢enim metabolitima, od

kojih su posebno znacajne kratkolancane masne kiseline.

Opsezna istrazivanja posljednjih desetlje¢a znacajno su proSirila naSa saznanja o osi
mikrobiom-crijevo-mozak, te o uc¢inku koji mikrobiom ima na kognitivne funkcije. No, kako
se nae znanje prosiruje, tako postaje sve jasnija potreba za daljnjim istrazivanjima. Cinjenica
da su znacajni pozitivni efekti na u¢enje i pamcenje dobiveni primjenama probiotika, prebiotika
i sinbiotika, intervencija koje su dostupne veéini ljudi, osobito je uzbudljiva. Mikrobiom uistinu
pokazuje izniman potencijal kao terapeutsko, ali i dijagnosti¢ko sredstvo. No, razvoj terapija
za poremecaje u pamcenju, koji prate brojne neuroloske bolesti, zahtijeva otkrivanje to¢nih
mehanizama djelovanja, kako bi se takve intervencije mogle optimizirati i §iroko primjenjivati.
Vecina istrazivanja spomenuta u ovom zavr§nom radu provedena su na miSevima i Stakorima,
Sto naglaSava potrebu za provodenjem dodatnih istrazivanja s ljudima, kako bi se saznanja

dobivena na modelnim Zivotinjama mogla primijeniti i na ljudima.
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