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			Streszczenie

			Krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe (SCFA) są wytwarzane w wyniku beztlenowej fermentacji bakteryjnej w okrężnicy i uważa się, że mają one działanie ochronne w odniesieniu do chorób przewodu pokarmowego. SCFA, takie jak octan, propionian i maślan, są ważnymi metabolitami w utrzymaniu homeostazy jelitowej oraz udowodniono ich korzystne działanie w przypadku nieswoistych chorób zapalnych jelit oraz raka jelita grubego.  SCFA są odpowiedzialne za utrzymanie prawidłowej bariery jelitowej oraz wykazują liczne funkcje immunomodulujące. Swoje działanie SCFA wykazują głównie przez aktywację receptorów sprzężonych z białkiem G na powierzchni komórki (GPCR), takich jak GPR41, GPR43 i GPR109A. W niniejszym artykule przeglądowym omówimy metabolizm i mechanizm działa SCFA oraz ich wpływ na błonę śluzową jelit ze szczególnym naciskiem na ich znaczenie dla chorób zapalnych i raka jelita grubego.

			Wprowadzenie

			Krótkołańcuchowe kwasy tłuszczowe (ang. short-chain fatty acids, SCFA), znane również jako lotne kwasy tłuszczowe, zbudowane są z łańcuchów zawierających od jednego do sześciu atomów węgla. W organizmie człowieka najliczniejsze SCFA (≥95%) to octan (C2), propionian (C3) i maślan (C4) [1]; ich stosunek molowy wynosi w przybliżeniu 60:20:20 [2]. Inne SCFA, takie jak mrówczan (C1), walerianian (C5) i kapronian (C6) występują w organizmie w znacznie mniejszych ilościach. Niewielkie ilości SCFA są pozyskiwane bezpośrednio z pożywienia, jednak ich głównym źródłem jest fermentacja błonnika pokarmowego w okrężnicy. Każdego dnia w jelicie produkowanych jest około 500-600 mmol SCFA, jednakże wartość ta jest zależna od wielu czynników, takich jak ilość dostarczanego błonnika, czas pasażu jelitowego oraz skład mikrobioty jelitowej [3] (Tabela 1).

			Istnieje wiele dowodów potwierdzających, że SCFA mają plejotropowy wpływ na zdrowie i homeostazę organizmu człowieka, między innymi obniżają poziom cholesterolu we krwi i działają przeciwcukrzycowo poprzez pobudzenie wysp trzustki do wydzielania insuliny co prowadzi do obniżenia poziomu glukozy. [5,6]. Ponadto SCFA mają wpływ na aktywację brunatnej tkanki tłuszczowej, zapobiegając otyłości spowodowanej dietą wysokotłuszczową, insulinooporności oraz stłuszczeniu wątroby. Dodatkowo, zmniejszają wewnątrzkomórkową aktywację lipidów oraz stres oksydacyjny poprzez działanie przede wszystkim maślanu i jego syntetycznej pochodnej N-(1-karbamoilo-2-fenyloetylo) butyramidu na mitochondria w wątrobie. SCFA pozytywnie wpływają również na sen, głównie poprzez wydłużanie fazy NREM [7,8].

			Dodatkowo, SCFA istotnie poprawiają funkcję i pracę jelit. Biorą udział w utrzymaniu integralności bariery jelitowej, chronią przed zapaleniem, zwiększają produkcję śluzu, a także stymulują motorykę jelita [9-11]. Liczne prace sugerują ich ochronne oraz prozdrowotne działanie w patologiach przewodu pokarmowego, takich jak nieswoiste choroby zapalne jelit (NChZJ) oraz rak jelita grubego (Ryc. 1).

			Nieswoiste choroby zapalne jelit (NChZJ) to grupa wieloczynnikowych chorób, charakteryzujących się przewlekłym stanem zapalnym w przewodzie pokarmowym. Do NChZJ zaliczamy chorobę Leśniowskiego-Crohna (ChLC), która może dotyczyć każdego odcinka przewodu pokarmowego oraz wrzodziejące zapalenie jelita grubego (WZJG), które ogranicza się do jelita grubego [12]. Obie choroby przebiegają z okresami remisji i zaostrzeń. Chociaż etiologia NChZJ nie została w pełni poznana, wiele badań podkreśla wpływ czynników genetycznych, środowiska oraz mikrobioty jelit [13-15]. Liczba przypadków stale rośnie. NChZJ stały się ogólnoświatowym problemem zdrowotnym, a liczba chorych w samej Europie może obecnie wynosić około 2,5-3 mln osób [16]. W Europie współczynniki zapadalności na WZJG sięgają do 24,0 na 100 000 osób i do 11,5 na 100 000 osób w przypadku choroby LC [17].

			
				
					Tabela 1. Źródła krótkołańcuchowych kwasów tłuszczowych dla organizmu. [4]
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			Rak jelita grubego (RJG) jest trzecim najczęstszym nowotworem rozpoznawanym u mężczyzn i drugim u kobiet, a także czwartą przyczyną zgonów z powodu raka na świecie. Każdego roku odnotowuje się około 1-2 miliony nowych przypadków RJG, a 600 000 osób umiera z tego powodu [18]. Prognozuje się natomiast, że ilość zdiagnozowanych nowych przypadków do 2035 roku wyniesie ponad 2-5 milionów. Większość przypadków nowotworów jelita grubego występuje po 50 roku życia, w krajach rozwiniętych średni wiek zachorowania wynosi około 70 lat [19]. U mężczyzn śmiertelność i zapadalność są około o 25% wyższe niż u kobiet. Na jego rozpowszechnienie wpływają czynniki geograficzne, częstsze przypadki obserwuje się w krajach najbardziej rozwiniętych [20,21]. 

			Ostatnie badania coraz częściej podkreślają istotny wpływ i rolę SCFA w NChZJ [22] i raku przewodu pokarmowego, zwłaszcza w RJG [23]. W naszej pracy podsumowujemy istniejącą wiedzę na temat SCFA i ich wpływu na zapalenie jelit oraz karcynogenezę.

			Metabolizm SCFA i ich rola w przewodzie pokarmowym

			Stężenie SCFA zmienia się w zależności od odcinka jelita: w proksymalnej części okrężnicy osiąga stężenie w przybliżeniu 70-140 mM, a w dystalnym odcinku okrężnicy spada do 20-70 mM. Wyższe stężenie SCFA w bliższym odcinku okrężnicy jest spowodowane większą dostępnością węglowodanów i wody w tej części jelita

			SCFA są wchłaniane przez kolonocyty, głównie poprzez zależne od jonów wodoru i sodu transportery monokarboksylanu (MCTs i SMCTs) [24] oraz poprzez bierną dyfuzję. W tkankach występują różne podtypy i wzorce ekspresji MCT – sprzężony z protonami transporter monokarboksylanu 1 (MCT1/SLC16A1) oraz monokarboksylanowy transporter sprzężony z sodem (SMCT1/SLC5A8). SCFA, które nie są metabolizowane w kolonocytach, są transportowane do krążenia wrotnego i stanowią źródło energii dla hepatocytów. Jedynie octan nie jest utleniany w wątrobie [25]. Tylko niewielka ilość octanu, propionianu i maślanu dociera to krążenia ogólnoustrojowego oraz innych tkanek takich jak mięśnie szkieletowe czy tkanka tłuszczowa [26]. Większość ostatnich badań dotyczących SCFA wykorzystywało oznaczanie ich stężenia w kale jako odzwierciedlenie produkcji w okrężnicy [27-32]. Chociaż jest to słuszne podejście, istnieje wiele potencjalnych źródeł błędu, takich jak pasaż jelitowy i przepuszczalność, transport metabolitów i postępowanie z próbkami [33], które należy wziąć pod uwagę podczas oceny produkcji SCFA w okrężnicy. 
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						Rycina 1. Wpływ błonnika pokarmowego bogatego w SCFA w organizmie człowieka.

					

				

			

			Mechanizmy działania SCFA w organizmie

			Mechanizm działania SCFA zależny od receptorów GPCR

			Swoje działanie SCFA wykazują głównie przez aktywację receptorów sprzężonych z białkiem G (ang. G Protein Coupled Receptor, GPCR), do których należą między innymi receptory wolnych kwasów tłuszczowych (ang. free fatty acid receptor, FFAR). Do tej pory udowodniono, że receptory GPR41 (FFAR3), GPR43 (FFAR2), a także GPR109a (HCA2), poprzez działanie SCFA, uczestniczą w procesie zapalnym oraz karcynogenezie (Ryc. 2). GPR41 i GPR43 stymulowane są przez octan, propionian i maślan, podczas gdy w stymulacji GPR109a biorą udział tylko maślan i niacyna [34,35]. 

			GPR43 (FFAR2)

			Ligandy receptora GPR43 odgrywają istotną rolę w regulacji procesów zapalnych, dodatkowo podejrzewa się, że biorą udział w supresji RJG, jednak działanie to nie zostało jeszcze w pełni poznane.  

			SCFA działając poprzez GPR43 na nabłonek jelit powodują wypływ kationów potasu, które rozpoczynają hyperpolaryzację komórek okrężnicy, co prowadzi do wydzielania IL-18 przez aktywowany inflamasom NLRP3 [36]. IL-18 pełni kluczową rolę w utrzymaniu zarówno integralności nabłonka, jak i homeostazy jelitowej [37]. Ponadto SCFA stymulują GPR43 znajdujące się na neutrofilach, tym samym powodując migrację granulocytów obojętnochłonnych podczas procesu zapalnego [38]. Dodatkowo, SCFA biorą udział w hamowaniu wydzielania cytokin prozapalnych, takich jak TNF alfa [39].

			Wiele badań dowiodło, że maślan działając poprzez receptor GPR43 wykazuje działanie przeciwnowotworowe. Indukuje on apoptozę oraz hamuje proliferację zmienionych nowotworowo komórek jelita [40,41]. Udowodniono, że w komórkach gruczolakoraka okrężnicy ekspresja receptora GPR43 jest obniżona, a ponowna jego aktywacja indukuje apoptozę oraz zatrzymuje cykl komórkowy, co potwierdza, że SCFA działając poprzez GPR43 wykazują działanie przeciwnowotworowe [42]. Potwierdzono to również poprzez badania in vivo. Myszy pozbawione ekspresji receptora GPR43 były bardziej predysponowane do rozwoju RJG w odniesieniu do grupy kontrolnej. Najnowsze badania wykazały, że GPR43 w istotny sposób hamuje HDAC przy udziale maślanu, powodując tym samym epigenetyczną supresję guza [43,44].

			Ponadto, stymulacja GPR43 poprawia funkcję jelit poprzez pobudzanie rozwoju korzystnej mikrobioty jelita, np. Bifidobacterium, oraz jednoczesne hamowanie rozrostu niekorzystnego mikrobiomu, np.  Helicobacter hepaticus czy Prevotellaceae [45].  Przeprowadzono badania, do których wykorzystano bakterie Clostridium butyricum, które uczestniczą w produkcji maślanu. Wykazano, że bakteria hamowała rozwój nowotworu poprzez modulację ścieżki Wnt/b-katenina. Wyciszenie GPR43 za pośrednictwem siRNA zmniejszyło antyproliferacyjne działanie C. butyricum, co potwierdza potencjalną zależność między aktywacją GPR43 a ochronna rolą tej bakterii [46].
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						Rycina 2. Mechanizm działania SCFA na receptory GPCR, komórki dendrytyczne, makrofagi i limfocyty.

					

				

			

			Ponadto odkryto, że obniżona ekspresja receptorów GPR43 sprzyja karcynogenezie poprzez zmniejszenie integralności bariery jelitowej, zmianę ekspresji IL-27 przez komórki dendrytyczne oraz zmianę fenotypu i funkcji limfocytów CD8+ w komórkach rakowych [47]. 

			GPR41 (FFAR3)

			Sugeruje się, że SCFA wykazują efekt przeciwzapalny poprzez działanie na receptor FFAR3. Badania podają, że poprzez oddziaływanie na receptor GPR41 kwas propionowy hamuje ekspresję cytokin prozapalnych, takich jak IL-4, IL-5 oraz IL-17A, natomiast kwas masłowy hamuje ekspresję indukowalnej syntazy tlenku azotu (iNOS), TNFα i IL-6.

			GPR109a

			GPR109a jest kolejnym receptorem stymulowanym przez SCFA. Maślan i niacyna poprzez ten receptor indukują nabłonkową transkrypcję IL-18 [48]. Udowodniono, że myszy pozbawione ekspresji GPR109a posiadały obniżony poziom IL-18 w jelicie oraz zwiększoną ilość bakterii z rodziny Prevotellaceae, co wiąże się ze zwiększonym ryzykiem zapalenia okrężnicy. Ponadto, po wywołaniu zapalenia okrężnicy przy użyciu dekstranu siarczanu sodu (DSS), myszy GPR109a -/- rozwinęły ostrzejszy stan zapalny niż myszy WT (ang. Wild Type) [48]. Natomiast agoniści receptora GPR109a w jelicie myszy WT wykazali działanie przeciwzapalne poprzez zmniejszenie aktywacji NF-kb indukowanej przez LPS [49]. 

			W liniach komórek raka okrężnicy KM12L4 i HCT116 z ekspresją GPR109a, SCFA hamowały aktywację NF-kb indukowaną przez LPS, natomiast w komórkach bez ekspresji GPR109a nie wykazywały takiego działania [49]. Dowodzi to, że hamujące działanie maślanu i niacyny zależy od receptora. Ponadto inne badania wykazały, że niedobór GPR109a prowadzi do zapoczątkowania karcynogenezy na podłożu stanu zapalnego jelita [50].

			Działanie na Slc5a8

			Slc5a8 jest transporterem zależnym od jonów Na+, który bierze udział w transporcie głównie kwasu masłowego. Uważa się, że Slc5a8 bierze udział w supresji guza okrężnicy zależnej od ilości błonnika w dostarczonym pożywieniu. W warunkach niskiej podaży błonnika bierze udział w ochronie przed rakiem i zapaleniem okrężnicy, ale gdy spożycie błonnika jest optymalne nie pełni on już tej funkcji. W ten sposób SCFA wpływają na śluzówkowy układ odpornościowy i umożliwiają współistnienie mikrobioty w organizmie gospodarza, a tym samym biorą udział w ochronie przed zapaleniem oraz przed rakiem jelita [51,52]. 

			Wpływ na makrofagi oraz komórki dendrytyczne

			SCFA, poprzez przekształcanie makrofagów M1 w niespolaryzowane makrofagi M0, hamują proces zapalny komórek odpornościowych. W ten sposób SCFA mogą odgrywać terapeutyczną rolę u chorych na NChZJ [53].

			Komórki dendrytyczne (DC) po ekspozycji na kwas masłowy wytwarzają enzymy: 2,3-dioksygenazę indoloaminową 1 (IDO1) i dehydrogenazę aldehydową1A2 (Aldh1A2), a także powodują konwersję naiwnych limfocytów T w Treg. [51,52]. Ponadto, kwas masłowy i niacyna mogą indukować wydzielanie IL-10 i Aldh1a w DC i makrofagach, co sprzyja transformacji naiwnych limfocytów T w Treg i hamuje wytwarzanie Th17. Limfocyty Th17 są jednym z typów komórek odpowiedzialnych za indukcję stanu zapalnego i karcynogenezę w jelitach [48, 54-57].

			Komórki Treg mają zdolność wytwarzania dużych ilości IL-10, która ma działanie przeciwzapalnie [57]. Badania wykazały, że wśród SCFA, którymi karmiono myszy, to maślan zwiększał poziom Treg w jelicie [58].

			Działanie poprzez HDAC oraz limfocyty CD4+

			SCFA pobudzają limfocyty T CD4+ do produkcji IL-22 oraz stymulują wytwarzanie komórek limfoidalnych poprzez działanie na receptor GPR41. Ponadto, zwiększają produkcję IL-22 poprzez promowanie ekspresji receptora węglowodorów arylowych (AhR) oraz czynnika indukowanego hipoksją 1α (HIF1α), które regulowane są przez mTOR i Stat3. HIF1α wiąże się bezpośrednio z promotorem IL22, a SCFA poprzez modyfikację histonów nasila to wiązanie. Z tego wynika, że suplementacja SCFA zwiększa produkcję IL-22 i poprzez to chroni jelita przed zapaleniem [59]. Dodatkowo SCFA, a przede wszystkim kwas masłowy, mają działanie hamujące na HDAC, tym samym wpływając na geny odpowiedzialne za proliferację, różnicowanie i odpowiedź zapalną. Dzięki temu przyczyniają się do utrzymania homeostazy jelita i chronią przed karcynogenezą [60-62]. HDAC reguluje odporność wrodzoną, kontroluje różnicowanie się komórek szpiku oraz odpowiedź zapalną w której pośredniczy ekspresja genów zależnych od TLR i IFN [63]. Ponadto, inhibitory HDAC zmniejszają nasilenie choroby i hamują cytokiny zapalne w okrężnicy, takie jak TNF-a, IFN-g i IL-6, co zostało udowodnione w badaniach na myszach [64]. Te wyniki są obiecujące w zakresie poszukiwania alternatyw dla terapii NChZJ, szczególnie dla wykorzystania kwasu masłowego jako inhibitora HDAC.

			Inne mechanizmy działania SCFA

			SCFA wywołują autofagię linii komórek rakowych jelita HCT-116, SW-480 oraz HT-29 [65,66]. Ponadto, SCFA indukują uwolnienie prostaglandyny E2 oraz ekspresję przeciwzapalnej cytokiny poprzez receptor GPCR wrażliwy na PTX (toksyna krztuścowa). W ten sposób hamują odpowiedź zapalną monocytów [67]. Jednakże molekularny mechanizm nie został w pełni poznany.

			Inne badania wykazały, że pacjenci chorujący na NChZJ mieli w różnym stopniu obniżony poziom SCFA, co zostało potwierdzone wynikami badania PCR w kierunku butyrylo-CoA [68].

			Podsumowanie

			Dzięki wspomnianym mechanizmom SCFA poprawiają integralność błony śluzowej i odpowiedź na proces zapalny. Nieprawidłowa dieta czy choroby jelit, takie jak NChZJ, są związane między innymi z nieprawidłowościami mikrobiomu jelitowego, co przyczynia się do obniżenia poziomu SCFA [69,70]. Badania pokazały, że SCFA u pacjentów z WZJG łagodzą stan zapalny [71,72]. Stosowanie SCFA w połączeniu z klasyczną terapią NChZJ przyczyniło się do zwiększenia skuteczności leczenia [73]. Podobnie SCFA produkowane przez mikrobiotę jelitową odgrywają kluczową rolę w rozwoju raka jelita grubego. Zmiany w stężeniu SCFA, wpływają na liczne mechanizmy związane z karcynogenezą, w tym na adhezję komórek, produkcję cytokin, chemotaksję, rekrutację komórek odpornościowych i apoptozę [74].

			Zebrane dane wskazują na korzystny wpływ SCFA na układ odpornościowy jelit, a także stan zapalny i karcynogenezę. Dalsze badania nad rolą SCFA w przewodzie pokarmowym jest kluczowe, aby określić ich dokładną rolę w rozwoju i leczeniu chorób zapalnych i raka jelita grubego. 
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			Short-chain fatty acids (SCFAs) produced in the human colon are the major products of bacterial fermentation and are believed that they have a protective effect in case of gastrointestinal diseases. SCFAs, such as acetate, propionate, and butyrate are significant metabolites in intestinal homeostasis, and have been shown to be beneficial in inflammatory bowel diseases and colorectal cancer. SCFA are responsible for maintaining proper intestinal barrier and they take part in relevant immune functions. Action of SCFAs is dependent on the activation of protein receptors for receptor activation (GPCR) such as GPR41, GPR43 and GPR109A. In this review, we discuss the effects of SCFA on the intestinal mucosa in terms of inflammatory diseases and colorectal cancer.
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