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POPIS | OBJASNJENJE KRATICA

3-IS — 3-indoksil-sulfat

AA — aplastiCna anemija

AhR — Aryl-hidcrocarbon Receptor

ALL — akutna limfoblasti¢na leukemija

Alo-TKMS - alogeni¢na transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica

AMP — antimikrobni peptidi

A-T — ataksija-teleangiektazija

CLL - kroni¢na limfocitna leukemija (engl. Chronic Lymphocytic Leukemia)

DC — dendritiCke stanice (engl. Dendritic Cells)

FMT — transplantacija fekalne mikrobiote (engl. Fecal Microbiota Transplantation)
GF — Germ-free

GIT — gastrointestinalni trakt

GvHD - bolest presatka protiv primatelja (engl. Graft-versus-Host-Disease)
GvL-effect — reakcija tumora protiv leukemije (engl. Graft-versus-Leukemia effect)
ISC — crijevne mati€ne stanice (engl. Intestinal Stlem Cells)

LPS — lipopolisaharid

MAMP — molekularne strukture povezane s mikroorganizmima (engl. Microbe-
Associated Molecular Patterns)

NF-kB — nuklearni faktor kB

OS - sveukupno prezivljenje (engl. Overall Survival)

PRR — receptori za prepoznavanje uzorka (engl. Patern Recognition Receptor)
RA — reumatoidni artritis

SCFA - kratkolan¢ane masne kiseline (engl. Short-Chain Fatty Acids)

SPF — Specific Pathogen Free

TPN — potpuna parenteralna prehrana (engl. Total Parenteral Nutrition)

Treg — regulacijski limfociti T

UC — ulcerozni kolitis (engl. Ulcerative Colitis)

VRE - na vankomicin rezistentan enterokok (engl. Vancomycin Resistant

Enterococcus)
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SAZETAK

Uloga crijevne mikrobiote u alogeni€¢noj transplantaciji krvotvornih
mati¢nih stanica

Mihaela Bencic¢

Crijevna mikrobiota pojam je koji se odnosi na raznoliku zajednicu velikog broja
mikroorganizama smjestenih u probavnom sustavu ¢ovjeka. Domacin i mikrobiota
sudionici su sloZene i dinami¢ne simbioze koja u ravnoteznom stanju mikrobnog
ekosustava, poznatom kao eubioza, pruza niz povoljnih u€inaka za oba simbionta.
Ljudski probavni sustav, sa svim svojim biotiCkim i abiotiCkim cimbenicima,
osigurava optimalne uvjete za naseljavanje, razmnoZavanje i opstanak mikrobiote.
Zauzvrat, crijevna mikrobiota sudjeluje u metabolizmu svog domacdina, Stiti ga od
patogenih mikroorganizama, sudjeluje u razvoju i oCuvanju barijere probavnog
sustava te koordinira razvoj i oblikovanje njegovog imunoloSkog sustava. U
disbiozi, kao stanju naruSene ravnoteze mikrobiote, domacin postaje osjetljiv na
mnostvo bolesti razli€itih organskih sustava. Najbolje prou¢ena uloga mikrobiote u
hematologiji je ona u alogeni¢noj transplantaciji krvotvornih mati¢nih stanica (alo-
TKMS). Disbioza je Cesta pojava u hematolosdkih bolesnika koji se lijece s alo-
TKMS-om, a nastaje kombinacijom pretransplantacijske kemoterapijske pripreme,
primjene antibiotika Sirokog spektra, promjena u prehrani i bolesti presatka protiv
primatelja (engl. Graft-versus-Host-Disease, GvHD). Otkrice novih metoda
sekvenciranja unaprijedilo je naSe razumijevanje sastava i funkcije crijevne
mikrobiote i rezultiralo dokazima o0 utjecaju disbhioze na razvoj
posttransplantacijskih komplikacija, poput GvHD-a, infekcija, plu¢nih komplikacija
i relapsa. Gubitak raznolikosti crijevne mikrobiote identificiran je i kao neovisan
prediktor mortaliteta nakon alo-TKMS-a. Pronalazak povezanosti izmedu disbioze
i ishoda lije€enja s alo-TKMS-om, potaknuo je i primjenu intervencijskih postupaka,
poput prebiotika, probiotika i transplantacije fekalne mikrobiote (engl. Fecal
Microbiota Transplantation, FMT) te postbiotika, kojima se sastav crijevne

mikrobiote pokuSava vratiti u svoje ravnotezno stanje.

Klju€ne rijeci: crijevna mikrobiota, disbioza, alogeni¢na transplantacija krvotvornih

maticnih stanica, Graft-versus-Host-Disease, transplantacija fekalne mikrobiote



SUMMARY

The role of intestinal microbiota in allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation

Mihaela Bencic¢

The intestinal microbiota is a term referring to the diverse community of a large
number of microbes located in the human digestive system. Host and microbiota
are participants of complex and dynamic symbiosis that in the balanced state of a
microbial ecosystem, known as eubiosis, provide many beneficial effects for both
symbionts. The human digestive system, with all of its biotic and abiotic factors,
enables optimal conditions for colonization, reproduction, and survival of the
microbiota. In turn, the intestinal microbiota participates in the metabolism of its
host, protects him from pathogenic microorganisms, participates in the
development and maintenance of the barrier of the digestive system, and
coordinates the development and shaping of his immune system. In dysbiosis,
which is a state of disrupted intestinal microbiota, the host becomes susceptible to
many diseases of different organ systems. The best-studied role of the intestinal
microbiota in hematology is one in allogeneic hematopoietic stem cell
transplantation (allo-HSCT). Dysbiosis is common in hematological patients
treated with allo-HSCT due to a combination of pre-transplant chemotherapy,
administration of broad-spectrum, dietary changes, and Graft-versus-Host-
Disease (GvHD). The discovery of new sequencing methods has improved our
understanding of the composition and function of the intestinal microbiota and
resulted in evidence of the dysbiosis impact on the development of post-transplant
complications, such as GvHD, infections, pulmonary complications, and relapse.
Loss of microbial diversity has been identified as an independent predictor of allo-
HSCT mortality. Finding an association between dysbiosis and allo-HSCT
outcomes, enabled the application of interventional procedures, such as the use
of prebiotics, probiotics, fecal microbiota transplantation (FMT), and postbiotics,

which try to return the intestinal microbiota to its equilibrium state.

Key words: intestinal microbiota, dysbiosis, allogeneic hematopoietic stem cell

tranplantation, graft-vs-host disease, fecal microbiota transplantation



1. UVOD

»ove bolesti pocinju u crijevima®, Hipokratova je izjava stara 2500 godina (1), aista
je predmet brojnih istraZivanja modernog znanstvenog doba. Svaki visestani¢ni
organizam, pa tako i Covjek, u bliskom je kontaktu s velikim brojem oku nevidljivih
organizama poput bakterija, arheja, virusa te jednostani¢nih eukarija ili
pojednostavljeno, mikrobiotom (2). Prijasnja znanstvena istraZivanja bila su
usmjerena na prepoznavanje mehanizama te uloga pojedinih gastrointestinalnih
patogena u kontekstu infektivnin bolesti no, zahvaljujuéi razvoju novih
molekularnih tehnologija kojima preciznije mozemo okarakterizirati mikrobiotu, sve
viSe istrazivanja naglasava utjecaj Citave zajednice nepatogenih, komenzalnih
mikroorganizama na razvoj bolesti. Budu¢i da mikrobiota vecinski naseljava one
povrSine ljudskog organizma koje su u bliskom odnosu s vanjskom okolinom,
logi¢no je kako je sluznica gastrointestinalnog sustava, sa svojom povrSinom
veliéine 200m? (3), dom najraznovrsnije i najbrojnije mikrobiote. Covjek, kao
domacin mikrobiote, uziva brojne pogodnosti pa tako ne ¢ude novije hipoteze o
tome kako se adaptivni imunoloski sustav, sa svojim kljunim karakteristikama,
poput antigenske specifi¢nosti i sposobnosti imunoloskog pamcéenja, razvio upravo
kako bi razliitim mehanizmima imunotolerancije omogucio kolonizaciju velikog
broja raznovrsnih komenzala (4). Evolucijski bi takva sposobnost predstavljala
znacajnu prednost u prezivljavanju domacina. Crijevnu mikrobiotu, zbog svojih
brojnih i vitalnih uloga u odrzavanju homeostaze, ¢esto nazivaju zaboravljenim
organom (5). U fizioloSkim uvjetima mikrobiota se nalazi u eubiozi S§to
podrazumijeva ravnotezno stanje mikrobnog ekosustava. ZnacCajke eubioze su
raznolikost sastava te ocuvano funkcioniranje na molekularnoj razini uz
osiguravanje zastite od razlicitih Stetnih dogadaja, a ukoliko isti nastupe, eubioza
osigurava adekvatan oporavak. Pod utjecajem brojnih vanjskih, ali i unutarnjih
C¢imbenika moze do¢i do naru$avanja ravnoteZze mikrobnog ekosustava, odnosno
disbioze. Disbiozu prate promjene u sastavu mikrobiote kao $to su smanjen broj
komenzalnih mikroorganizama, povecana brojnost patogena te gubitak
raznolikosti cjelokupne mikrobiote (6). U stanju naruSene homeostaze, suzivot s
mikrobiotom domacdinu vise ne donosi brojne pogodnosti, ¢ak suprotno, takva

disbioza okidaC je brojnih crijevnih, ali i sistemskih poremecaja. U prilog tome



govore i istrazivanja koja su u srediSte patogenetskih mehanizama velikog broja
dobrocudnih, ali i zlo¢udnih bolesti postavile upravo disbiozu. Najiscrpnije je
istrazena uloga mikrobiote u bolestima poput upalnih bolesti crijeva, alergija i
pretilosti (6—8).

Cilj ovoga rada je dati pregled dosadasnjih istrazivanja vezanih uz ulogu crijevne
mikrobiote u patogenezi hematolo$kih poremecaja, s naglaskom na ulogu u alo-
TKMS-u. U prvom dijelu rada predstavljene su znacajke crijevne mikrobiote, od
njenog razvoja do oblikovanja stabilnog sustava, te najvaznije uloge kojima ulazi
u interakciju s domacinom, sudjelujuc¢i u sloZzenom i dinamiénom odrzavanju
homeostaze probavnog sustava. Poznavanje mehanizama komunikacije medu
simbiontima preduvjet je za razumijevanje uloge disbioze u patogenezi bolesti, pa
se sljedecéa cjelina rada bavi utjecajem mikrobiote na razvoj i tijek dobrocudnih
hematoloSkih poremecaja, a potom i u€inkom na zlo¢udna stanja poput limfoma,
multiplog mijeloma i leukemija. SrediSnji dio rada pruza uvid u povezanost
mikrobiote i alo-TKMS-a, naglasavajuci utjecaj na razvoj njenih komplikacija, poput
infekcija i GvHD-a, te opisuje dinami¢ne promjene kroz koje prolazi crijevna
mikrobiota bolesnika podvrgnutih ovom obliku lije€enja. Pronalazenje poveznice
izmedu mikrobiote i alo-TKMS-a otvara vrata i novim intervencijskim postupcima
koji imaju ulogu u ponovnom uspostavljanju normalne mikrobiote, a predstavljeni

su u zavrSnom dijelu rada.

2. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Ljudski organizam i njegova mikrobiota Zive u dinami€noj i slozenoj simbiozi koja
je rezultat koevolucije stare gotovo pola milijarde godina (9). U stanju ravnoteze,
odnos medu simbiontima karakterizira komenzalizam, suzivot u kojemu jedan Clan
uziva pogodnosti dok na drugog isti ne ostavlja nikakav utjecaj, ili €ak mutualizam
od kojega oba ¢lana imaju koristi. Ljudska mikrobiota pojam je koji se odnosi na
skup mikroorganizama koji koloniziraju nekoliko razliitih ekoloskih nisa u ¢ovjeku,
a najbrojnija medu njima je mikrobiota probavnog sustava (crijevna mikrobiota).
Procijenjeno je da broj mikroorganizama nadmasuje sveukupni broj zametnih te

somatskih ljudskih stanica za 10 puta, Sto sugerira brojnost ljudske mikrobiote u



iznosu od ¢ak 100 trilijuna jedinki (10). Takoder, metagenom mikrobiote, kao zbirka
genoma i gena njenih ¢lanova, sadrzi 2 do 20 milijuna gena, u odnosu na ljudski
genom koji broji svega 20 000 gena (11). Velika vecina tih mikroorganizama stupa

u interakciju s domacinom upravo na sluzni¢nim povrSinama probavnog sustava.

Nove spoznaje vezane uz sastav i ulogu crijevne mikrobiote, kako u zdravlju tako
i u bolesti, nastale su kao posljedica razvoja modernih molekularnih tehnologija,
buducdi da se tradicionalnim metodama temeljenim na kultivaciji uspijevalo izolirati
tek 10-50% crijevne mikrobiote (12). Moderne bioloSke metode temelje se na DNA
sekvenciranju te amplifikaciji i analizi 16S rRNA gena, koji se zbog svog visokog
stupnja o€uvanosti nalazi u svim prokariotima i omogucuje njihovu detekciju, a s
druge strane, medusobno razlikovanje bakterija olak8ano je prisutnoséu
hipervarijabilnih regija unutar gena (13). Takoder, razvojem disciplina poput
metagenomike, koja podrazumijeva shotgun sequencing s ciliem okarakteriziranja
sastava kao i funkcionalnog kapaciteta mikroskopskih zajednica Zivih organizama
(14), otkrivene su brojne funkcije crijevne mikrobiote kao i mehanizmi interakcije s
ljudskim organizmom. Sve navedeno rezultiralo je velikim napretkom u
razumijevanju patofiziologije brojnih bolesti kao i pronalazenjem razliCitih metoda

mijenjanja mikrobiote, kao jedne od mogucih terapeutskih intervencija.

2.1. RAZVOJ | SASTAV

lako je danas poznato da mekonij sadrzi odredene mikroorganizme i nije sterilan
(15), dominantni kontakt s maj¢inom mikrobiotom, kao Cimbenikom koji najvise
doprinosi razvoju mikrobiote novorodenceta, dogada se tek tijekom poroda. Vrsta
poroda jedan je od klju¢nih ¢imbenika koji odreduje pocetni sastav mikrobiote. U
skladu s tim, u slu€aju poroda dovr§enog prirodnim putem, pocetni kolonizatori,
poput Lactobacillus te Bifidobacterium spp., odgovaraju maj¢inoj vaginalnoj
mikrobioti, dok je mikrobiota koZe izvor poletne kolonizacije u djece rodene
carskim rezom (16). Zanimljiva je Cinjenica da bez obzira na kasnije
izjednaCavanje sastava mikrobiote medu novorodencadi rodenim prirodnim
putem, odnosno carskim rezom, porodaji dovrSeni carskim rezom pokazuju
pozitivnu povezanost s razvojem atopijskih i alergijskih bolesti, sugerirajuci

vaznost pocetnih kolonizatora u oblikovanju i sazrijevanju imunoloskog sustava



(17). Ranu crijevnu mikrobiotu oblikuju i dojenjem prenesene bioloski aktivne
sastavnice imunolo8kog sustava, poput antimikrobnih peptida (AMP) te IgA
protutijela, na €iju su specificnost utjecali komenzalni mikroorganizmi probavnog
sustava majke, predstavljajuci tako vertikalni prijenos imunoloskog pamcéenja s
majke na dijete. Crijevna mikrobiota novorodencadi intenzivno se oblikuje u prvim
mjesecima zZivota u kojima se znatno razlikuje po raznolikosti sastava od onih
odraslih. Nakon navrdene 2. godine Zivota, mikrobiota postaje stabilna te nalikuje

na mikrobiotu odraslog Covjeka (18).

Postoje velike razlike u sastavu mikrobiote medu pojedincima, dijele¢i medusobno
tek 10-15% slicnosti. Odredeno filogenetsko preklapanje postoji medu
mikrobiotom srodnika, a posebice medu monozigotnim blizancima te pripadnicima
iste etniCke skupine i rase. lpak, istrazivanja koja usporeduju raznolikost
mikrobiote monozigotnih blizanaca, pokazuju kako se iste podudaraju u manje od
50% filotipova (19), sugerirajuci veliki utjecaj okoliSnih ¢imbenika. Od ¢imbenika
okoli$a, znac€ajnim razlikama najvise doprinosi tip prehrane, antimikrobno lije¢enje,
crijevne upale kao i klimatski ¢imbenici razli€itih geografskih podneblja. Razlike u
sastavu mikrobiote veéinski se oc€ituju na razini taksonomskih kategorija vrsta i
rodova, dok su prevladavajuca koljena vecine zdravih pojedinaca vrlo slicna. Bez
obzira na razliCitost sastava mikrobiote, njihov funkcionalni kapacitet ne razlikuje

se medu zdravim pojedincima (20).

Procijenjeno je da 70% ukupne ljudske mikrobiote naseljava sluznicu te lumen
probavne cijevi. Za veliku gusto¢u naseljenosti gastrointestinalnog trakta (GIT-a)
zasluzna je njegova veliina koja odgovara dimenzijama teniskog terena, ali i
brojne nutritivhe karakteristike koje stvaraju optimalan mikrookoli$ za komenzalne
mikroorganizme. Slozeni ekosustav GIT-a dom je mikroorganizama iz svih triju
domena: Bacteria, Archaea i Eukarya, a veéinu metagenoma ¢ine geni bakterija
koje brojéano i funkcionalno prevladavaju (11). Stoga ¢e u nastavku pojam
mikrobiota podrazumijevati domenu bakterija. Broj razli€itih bakterijskih vrsta u
crijevima u vecini istrazivanja kre¢e se oko 1000, iako ona novija havode mogucu
veli¢inu od 35 000 vrsta (21). Zahvaljujuéi specificnosti mikrookolisa razlicitih
dijelova probavnog sustava, postoje velike prostorne i vremenske razlike u

naseljavanju mikrobiotom unutar istih. Utvrdeno je postojanje gradijenta gustoce



naseljenosti bakterija, usmjerenog prema distalno smjeStenim dijelovima
probavnog sustava, pa tako gustoc¢a naseljenosti raste s 101-10° u Zeludcu na 102
bakterijskih stanica po gramu u kolonu (5). Razlog smanjenoj kolonizaciji u
proksimalnom dijelu GIT-a leZi u kemijskom sastavu Zelu€ane kiseline, sokova
gusterace te zuci. Mikrobiotu tankog crijeva vecinski Cine bakterije roda Vellionella
i Clostridium, a njihov sastav pokazuje vremenske promjene ovisno o dobu dana,
odnosno unosu razli¢itih hranjivin tvari. Osim nejednakosti unutar uzduzZne,
opisane su i razlike u naseljenosti bakterija duz poprecne osi, razlikuju¢i bakterije
unutar lumena probavne cijevi od onih prianjajuc¢ih uz povrSinu same sluznice.
Sukladno najvecoj gustocCi naseljenosti bakterija u distalnom dijelu crijeva, pojam
crijevna mikrobiota odnosi se na zajednicu oku nevidljivih organizama iz svih triju
domena Zivog svijeta koja Zivi sa svojim domacinom u stanju mutualizma ili
komenzalizma, a prebiva u podruc€ju kolona. Od 70 prisutnih koljena, daleko
najvecCi broj bakterija pripada Firmicutes i Bacteroidetes koje po zastupljenosti
slijede Verrucomicrobia, Actinobacteria s rodom Bifidobacterium te
Proteobacteria. Kada govorimo o odnosu organizma prema kisiku, u crijevima su
fakultativni anaerobi brojéano nadmaseni obligatnim anaerobnim organizmima, za

Ciji je rast kisik nepotreban, StoviSe i Stetan (22).

2.2. ULOGE U ODRZAVANJU HOMEOSTAZE GASTROINTESTINALNOG
SUSTAVA

Slozeni mikrobni ekosustav doprinosi homeostazi GIT-a svojim utjecajem na
metabolizam domacina, pruzanjem zastite od patogena, Cuvanjem integriteta

crijevne barijere i strukture GIT-a te u€incima na funkciju imunomodulacije (20).

Veéina spomenutih uloga ostvaruje se interakcijom molekularnih uzoraka
povezanih s mikroorganizmima (engl. Microbe-Associated Molecular Patterns,
MAMP) s tzv. receptorima za prepoznavanje uzorka (engl. Patern Recognition
Receptors, PRR), lokaliziranim na stanicama urodene imunosti te crijevnim
epitelnim stanicama. Posljedica vezanja liganda za PRR-ove je aktivacija
unutarstani¢nog signalnog puta posredovanog nuklearnim faktorom kB (NF-kB)
koji, djelujuci kao Eimbenik transkripcije, potie izrazaj gena Ciji kodirajuéi proizvodi

reguliraju imunoloski odgovor.



2.2.1. IMUNOMODULACIJA

Ovisno o specificnim zahtjevima i uvjetima odredenih anatomskih podrucja u
organizmu, imunoloski sustav sposoban je morfolo$ki i funkcionalno prilagoditi se
istima kako bi odgovorio na navedene zahtjeve. Lokalni imunolo$ki sustav na
epitelnim povrSinama GIT-a izloZen je posebno zahtjevnim izazovima. Naime, on
mora istovremeno tolerirati sveprisutne luminalne komenzale, inhibirati alergijske
odgovore na alergene iz hrane, a u sluaju pojave patogenih bakterija mora
pokrenuti adekvatnu imunoreakciju (20). Takva prilagodba imunolo$kog sustava
rezultat je dugotrajne koevolucije kraljeznjaka i njegove mikrobiote koja je
kulminirala medusobnim oblikovanjima tolerogenog repertoara imunoloskih
stanica i sastava mikrobiote. Tolerancija, definirana kao izostanak imunoloskog
odgovora na bezopasnu mikrobiotu i njene proizvode, jedan je od kljuénih
obrambenih mehanizama lokalnog imunoloskog sustava, nuzan za sprjeCavanje
bespotrebnih, pretjeranih imunoreakcija u stanju odsutnosti patogena. Potrebno je
napomenuti kako crijevna mikrobiota nije u svakoj situaciji bezopasna pa u
stanjima koja kompromitiraju sposobnost domacina u ograni¢avanju prijelaza
mikroorganizama iz lumena u sistemsku cirkulaciju moze ozbiljno ugroziti svog

simbionta, oponasajuci tako patogene.

Crijevna mikrobiota znatno doprinosi razvoju imunoloSkog sustava GIT-a $to
potvrduju istrazivanja provedena na gnotobiotiCkim, akseni¢nim pokusnim
miSevima lisenim mikrobnog ekosustava (engl. Germ-Free, GF). Koncept u
kojemu se usporeduju morfoloSke i funkcionalne karakteristike medu GF miSevima
te onim koloniziranim specificnom mikrobiotom slobodnom od patogena (engl.
Specific Pathogen Free, SPF) omoguc¢io je razumijevanje kako
imunomodulacijskih, tako i ostalih u¢inaka mikrobiote. U usporedbi sa SPF, GF
miSevi sadrze maniji broj te raznolikost stani¢nih populacija limfnog tkiva GIT-a,
uvecan cekum (zbog akumulacije nerazgradenog sloja sluzi), jedinstven izgled
epitelnog sloja s karakteristicnim dugim i tankim crijevnim resicama i kraéim
kriptama, smanjen gastrointestinalni motilitet, smanjenu povrSinu sluznice ali i
brojne druge nepravilnosti koje upucuju na vrlo vaznu ulogu mikrobiote u

strukturnom, ali i funkcionalnom sazrijevanju imunoloskog sustava (23).



Postizanje tolerancije prema mikrobioti zahtijeva razliite prilagodbe unutar
domacina te komenzalnih mikroorganizama, poput fizickog razdvajanja mikrobiote
i stanica domacina, promjena antigena mikrobiote ¢ime se smanjuje njihova
imunogenost te usmjeravanje lokalnog i sistemskog imunolo$kog odgovora prema
imunosupresiji (20). FiziCko razdvajanje simbionata ostvaruje se postojanjem
sluzne, dvoslojne zapreke koja oblaze epitel crijevne stijenke, a €ine ju glikozilirane
bjelan€evine mucina sintetiziranih u vréastim stanicama crijevnog epitela. U
proizvodnji mucina sudjeluje i crijevna mikrobiota, Sto potvrduju i GF miSevi koji, u
odnosu na SPF miSeve, posjeduju izmijenjen izgled epitelne zapreke s tankim
slojem sluzi (23). Takoder, unos bakterija Faecalibacterium prausnitzii i
Bacteroides thetaiotaomicron u akseni¢ne miSeve, rezultirao je diferencijacijom i
umnazanjem vr€astih stanica, a posljedi¢no i pove¢anom proizvodnjom mucina
(24). Dodatna strategija kojom mucinozni sloj sprjeCava prodor mikrobiote odvija
se putem AMP-ova, sintetiziranih u Panethovim stanicama. Njihovu sintezu i

luenje takoder regulira crijevna mikrobiota (25).

Najiscrpnije istraZzeni mehanizmi stjecanja tolerancije tiCu se oblikovanja
imunoloskog odgovora. Brojne sastavnice mikrobiote, kao i njeni metaboliti,
odlikuju se protuupalnim i imunosupresivnim ucincima kojima nastoje izbjeéi
aktivaciju imunoreakcije. Takvi ciljevi potpuno su logi¢ni buduéi da je mikrobiota u
crijevima pronasla medij koji, sa svim svojim biotiCkim i abiotiCkim Cimbenicima,
podupire njen rast, razvoj i razmnozavanje. Primjerice, bakterije Bacteroides i
Lactobacillus spp. sposobne su inaktivirati NF-kB €ime se sprjeCava pokretanje
upalnog odgovora (26). Nadalje, stanje eubioze karakterizira jedinstven profil
citokina koji je zasluzan za pojavu tolerogenog fenotipa imunoloskih stanica GIT-
a, poput makrofaga i dendritiCkih stanica (engl. Dendritic Cells, DC) (27). S druge
strane, u disbiozi se imunotolerantni okoli§, pod utjecajem citokina IL-1 i IL-6,
mijenja u proupalni. Tolerogene DC poti€u stvaranje regulacijskih limfocita T (Treg)
(28) koji se istiCu lu€enjem imunosupresivnog citokina IL-10 (29). Njegova
proizvodnja potaknuta je i butiratom, metabolitom mikrobiote s dokazanim
imunomodulatornim ulogama (30). S obzirom na sve navedeno, razna upalna
stanja GIT-a prac¢ena su crijevnom disbiozom, a posebice manjkom bakterija koje

proizvode butirat, o Cemu Ce biti viSe govora kasnije.



2.2.2. ZASTITA OD PATOGENA

Crijevna mikrobiota, kao na$ mutualistiCki ili komenzalni partner, u neprestanoj je
evolucijskoj borbi s patogenim mikroorganizmima koja se odvija duz GIT-a
Covjeka. Ukoliko se mikrobiota nalazi u eubiozi tada ona odnosi pobjedu nad
patogenima. ,Oruzja“ kojima raspolazu komenzali su ograni¢avanje slobodnih
mjesta za prianjanje na sluznicu crijeva i iskoriStavanje hranjivih tvari, kao izvora
energije, s ciliem sprje€avanja kolonizacije, razmnoZavanja i Sirenja patogena (20).
Danas je poznato kako je preduvjet za nastanak infekcije upravo adhezija
patogena na stani¢ne povrsine, zbog ¢ega su autohtoni mikroorganizmi domadinu
od iznimne vaznosti. Oni se udruzuju u zajednice koje, formirajuci biofilm,
predstavljaju prepreku za prodor patogena. Osim spomenutih bakteriostatskih
mehanizama, vrlo bitan alat u borbi protiv Stetnih mikroba su i AMP-ovi, poput
defenzina, lizozima, katelicidina i lektina tipa C, koji naruSavanjem cjelovitosti
povrSinskih struktura mikroorganizama ostvaruju svoj baktericidni ucinak.
Komunikacija medu navedenim peptidima i mikrobiote dvosmjerna je pa su se s
jedne strane peptidi nametnuli kao glavni regulatori sastava i brojnosti mikrobiote,
dok su s druge strane upravo razli€ite sastavnice i metaboliti mikrobiote odgovorni
za poticaj njihova izlu€ivanja. Lépez-Boado i sur. demonstrirali su pozitivhu
povezanost izmedu bakterija | matrilizina, enzima iz porodice matriks
metaloproteinaza, zaduzenog za proteoliticko cijepanje zimogena prodefenzina u
njegov aktivni oblik defenzin (31). Mi$je i ljudsko epitelno tkivo izlagalo se visokim
razinama bakterije B.thetaiotaomicron $to je kulminiralo pojaanom razinom
matrilizina, a samim time i defenzina. Nadalje, mlije¢na kiselina, kao proizvod
sinteze razli¢itih c¢lanova roda Lactobacillus, stvara neprijateljski okoli$
karakteriziran niskim pH, a uz to potencira i antimikrobnu aktivnost lizozima koji
remeti strukturu vanjske membrane gram-negativnih bakterija i tako doprinosi

dodatnoj zastiti od patogena (32).

2.2.3. OCUVANJE STRUKTURE GASTROINTESTINALNOG TRAKTA

Usporedujuéi strukturu GIT-a medu GF i SPF miSevima, dokazalo se postojanje
uloge mikrobiote u pravilnom razvoju sluznice crijeva, kao osnovnim preduvjetom

za obavljanje njene glavne funkcije, a to je apsorpcija hranjivih tvari. Crijevne



epitelne stanice GF miSa posjeduju vrlo tanke i kratke crijevne resice i shodno
tome smanjenu povrSinu sluznice, Sto sugerira vaznost mikrobiote u obnovi i
poticanju umnaZzZanja stanica. Bakterija L. rhamnosus GG sposobna je skratiti
trajanje staninog ciklusa te povecati broj mitoza u miSa monokoloniziranog
navedenom bakterijom (33). Isti simbiont sintetizira i dva topljiva proteina p40i p75
Cija je uloga sprijeCiti citokinima-potaknutu apoptozu crijevnih epitelnih stanica i
tako zastititi crijevo od posljedica Stetne nokse (34). Clanovi mikrobiote zasluzni
su i za formiranje kapilarne crijevne mreze kroz koju se vrsi apsorpcija hranjivih
tvari iz lumena u sistemsku cirkulaciju. Jedan od tih ¢lanova je B. thetaiotaomicron,
bakterija s mikrovaskulatornim potencijalom kojeg ostvaruje poticanjem izrazaja
gena i posljedi¢no kodiranjem za transkripcijski faktor s angiogenom aktivnoscu,
nazvan angiogenin-3 (35). Takoder, postoje dokazi da mikrobiota sudjeluje u
odrzavanju strukturne barijere GIT-a, i to djelovanjem na medustaniéne spojeve
poput dezmosoma ¢ime se smanjuje propusnost crijeva i Cuva cjelovitost sluznice.
Konkretno, bakterija B. thetaiotaomicron, izmedu ostaloga, sintetizira i mali protein
bogat prolinom (od engl. small proline-rich protein 2A), nuzan za urednu funkciju

dezmosoma (36).

Navedeno pokazuje da je zdrava crijevna mikrobiota bitan ¢imbenik u oCuvanju
strukture GIT-a ¢ime ujedno stvara i preduvjet za njegovo normalno funkcioniranje.
Stoga, bilo kakva disbioza moze rezultirati i/ili pogorSati ozljedu crijeva sa svim

svojim klinickim posljedicama.

2.2.4. METABOLIZAM DOMACINA

Raznolika crijevna mikrobiota, u odnosu na domacina, posjeduje znatno Siri
repertoar gena Sto joj omogucuje obavljanje niza funkcija koje su Covjeku inace
nedostupne. Buduéi da odredena skupina gena kodira enzime koji sudjeluju u
metabolizmu razli€itih hranjivih tvari, mikrobiota uvelike utjeCe i na cjelokupni
metabolizam domacina. Temelj otkrivanju metabolickog doprinosa crijevne
mikrobiote ponovno su dala istrazivanja na GF miSevima kojima se pokazalo da je
miSevima bez mikroorganizama, u usporedbi s onim konvencionalno uzgojenim,
potreban znatno vedi kalorijski unos kako bi odrzali istu tjelesnu tezinu (20). Nacini

kojima mikrobiota povecava kalorijsku dostupnost podrazumijevaju razgradnju



inaCe neprobavljivih oligosaharida, ¢ime se stvara dodatan izvor energije za
domacina, ali i poticanje unosa i iskoristivosti unesenih hranjivin tvari putem
mijenjanja apsorptivnih karakteristika crijevnog epitela (20). Primjerice, crijevna
mikrobiota zasluzna je za anaerobnu fermentaciju sloZzenih ugljikohidrata iz hrane,
Ciji je rezultat proizvodnja metabolita, medu kojima se, po svojoj znaCajnosti za
zdravlje domacina, posebice istiCu SCFA (engl. Short-Chain Fatty acids, SCFA).
Osim u metabolizmu ugljikohidrata, mikrobiota sudjeluje i u regulaciji metabolickih
procesa vezanih uz lipide tako $to povecava unos masnih kiselina u masno tkivo,
a bakterija B.thetaiotaomicron aktivira i kolipazu ¢ime sudjeluje u hidrolizi lipida
(36). Ostale metabolicke funkcije mikrobiote ukljuCuju biosintezu esencijalnih
molekula poput vitamina K i niza vitamina B, razgradnju polifenola, dekonjugaciju
primarnih Zu€nih kiselina u one sekundarne, a osim toga, mikrobiota utjeCe i na

metabolizam lijekova i ksenobiotika (37).

3. CRIJEVNA MIKROBIOTA U HEMATOLOSKIM
BOLESTIMA

U etiopatogenetske faktore vecine dobro¢udnih te zlo¢udnih bolesti hematoloskog
sustava ubrajamo niz okoliSnih ¢imbenika koji se karakteristicno mogu podijeliti na
fizikalne, kemijske i one bioloSke. Bioloski ¢imbenici podrazumijevaju razliCite
mikroorganizme koji na sebi svojstven nacCin mogu sluziti kao okida¢ za
hematoloSke poremecaje. Primjerice, pojedine leukemije i limfomi povezuju se s
virusom hepatitisa C ili Ebstein-Barr virusom (EBV), dok se aplasticha anemija
(AA) dovodi u svezu s Parvovirusom B19 (38). Dok je uloga specificnih patogenih
mikroorganizama u onkogenezi zlo¢udnih, ali i nastanku dobro¢udnih
hematoloskih bolesti poput AA, ve¢ dobro razjasnjena, uloga Citavog crijevnog
mikrobnog ekosustava u razvoju istih ostaje jo$ nepoznanica. Ipak, imajuci na umu
dokazanu ulogu crijevne mikrobiote u patogenezi razli€itih autoimunih, upalnih,
tumorskih te infektivnih bolesti drugih organskih sustava (20), nije nelogi¢no tragati
za postojanjem povezanosti i s poremecajima hematolo$kog sustava. Do danas je
najjasnije razjasnjena uloga mikrobiote u kontekstu alo-TKMS-a, sto je ujedno i
glavha tema ovoga rada. Ipak, otkricem postojanja izvancrijevnih funkcija

mikrobiote, poput regulacije hematopoeze (39), sve se viSe saznaje i 0 njenoj ulozi
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u patogenezi hematoloskih bolesti. Kada govorimo o crijevnoj mikrobioti kao
jednom od etiopatogenetskih Cinitelja bolesti, tada mislimo na zajednicu
mikroorganizama Ciji sastav, a potom i funkcionalni kapacitet odstupaju od
mikrobiote zdravog pojedinca. Naime, ukoliko se sastav crijevne mikrobiote nalazi
u ravnoteznom, odnosno eubioticnom stanju, tada ¢e domacin profitirati od
suzivota sa svojim mikrobnim simbiontom. S druge strane, narusi li se ravnoteza
mikrobiote, uslijed medudjelovanja domacinovih predisponirajuéih te okoliSnih
¢imbenika, dodi ¢e do disbioze koja potom moze doprinijeti razvoju hematoloSkih
neoplazmi ili autoimunih poremecaja. Osnovni razlog tome je gubitak vitalnih
funkcija mikrobiote, poput utjecaja na razvoj i oblikovanje specificne i nespecificne
imunosti, ¢ime se gubi kontrola nad imunoloskim sustavom i predisponira razvoj
imunoloski posredovanih bolesti. Vazno je napomenuti da i lije€enje hematoloskih
bolesti (kemoterapija, imunoterapija) vrlo ¢esto doprinosi daljnjoj disbiozi i tako

neizravno pogoduje njihovom napredovanju (38).

3.1. APLASTICNA ANEMIJA

SteCena aplastitna anemija (AA) ozbiljna je hematoloSka bolest koja je
karakterizirana zatajenjem kostane srzi i posljedi€nom pancitopenijom u perifernoj
krvi, uz hipocelularnost te odsutnost patoloskih infiltrata ili fibroznih promjena
unutar kostane srzi (40). Jasna patogeneza nije posve poznata, ali kao uvrijeZzeno
misljenje o prirodi nastanka bolesti navodi se nepravilnost imunolo$kog sustava
koja rezultira autoimunim napadom na maticne i progenitorne stanice kostane srzi
te onemogucava proces hematopoeze. Da se u pozadini nastanka bolesti nalazi
imunoloski posredovan mehanizam potvrduje | uredan odgovor na
imunosupresivnu terapiju pracen oporavkom krvne slike (40). Poremecaj
imunoloskog sustava u AA ocituje se manjim ili veéim odstupanjima u broju i
funkciji gotovo svih imunoloSkih stanica, a predominantno podrazumijeva
povecéanu zastupljenost CD8* citotoksi¢nih limfocita T te CD4* limfocita T poput
Thl i Thl7, odnosno smanjenje populacije Treg. Sve to prati i poveéana razina
proupalnih citokina TNF-a, IFN-y i TGF-B koji su sposobni potaknuti apoptozu
stanica kostane srzi (41). Ipak, treba napomenuti da je za razvoj bolesti nuzna i

nasljedna sklonost zatajenju koStane srzi.
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Crijevna mikrobiota, kao jedan od kljuénih regulatora razvoja i funkcije lokalnog,
ali i sistemskog imunoloSkog sustava, svakako moze biti barem djelomi¢no
odgovorna za razliCite imunoloSke nepravilnosti medu kojima su i autoimune
bolesti. Uistinu, disbioza crijevne mikrobiote ima ulogu u nastanku ulceroznog
kolitisa (engl. Ulcerative Colitis, UC), reumatoidnog artritisa (RA), dijabetesa tipa 1
kao i sistemskog eritematoznog lupusa Sto su sve odreda autoimuni poremecaiji
(42). U sterilnim uvjetima, kakve pronalazimo u GF Zivotinjskim modelima, do istih
niti ne dolazi ili se pojavljuju, ali u znatno blazem obliku (43). Zanimljivo je da
pojavu UC-a ponekad prati i razvoj AA, ukazujuc¢i na mogucu ulogu disbioze i u
njenom nastanku (42). Pretpostavijeni mehanizmi, kojima bi disbioza mogla
potaknuti AA u genetski sklonog pojedinca, podrazumijevaju stvaranje imunogenih
peptida te naruSavanje Th17/Treg ravnoteze (42). Prijelaz peptida iz autolognih u
one imunogene, koje ¢e organizam opaziti kao strane, moze biti ostvaren
procesima molekularne mimikrije, karakteriziranih promjenama sastavnica
mikrobiote sa svrhom postizanja sli€nosti onim domacinovim, odnosno procesima
posttranslacijske modifikacije bjelanCevina domacina te stvaranja neo-epitopa,
kao posljedicama djelovanja enzima disbioticne mikrobiote (44). Primjerice, u RA
autoantigeni nastaju djelovanjem enzima peptidil-arginin deaminaze koji potjeCe
od bakterije Porphyromonas gingivalis (45). Osim stvaranja autoantigena, disbioza
doprinosi i promijenjenom repertoaru imunoloskih stanica. Dok komenzalne
bakterije, unutar stabilnih mikrobiota zdravih pojedinaca, odrzavaju tolerogeni
fenotip DC-a i makrofaga uz visoku razinu Treg, narusena ravnoteza mikrobnog
ekosustava uzrokuje diferencijaciju i porast Thl7 stanica koje, osim $to igraju
vaznu ulogu u borbi protiv patogena, doprinose i razvoju autoimunosti (46). U Kkrvi
bolesnika s AA, analiziranih u nekoliko istrazivanja, uistinu je nadena povecana
razina Th17 uz pad Treg, ukazujuci na obrnut odnos izmedu navedenih linija CD4*
limfocita (41). Niska razina Treg svakako moze biti posljedica gubitka bakterija koje
proizvode SCFA (poput Clostridia) i time poti€u njihovu diferencijaciju i
sazrijevanje. Dakle, smatra se da disbiozom proizvedeni imunogeni peptidi uz
citokin IL-17, kao proizvod stanica Th1l7, mogu potaknuti stvaranje autoantitijela
koja cirkulirajuéi u kostanu srz poti€u mononuklearne stanice na otpustanje
mijelosupresivnih citokina (TNF-a, IFN-y) i tako dovode do apoptoze krvotvornih
maticnih te progenitornih stanica. Rezultat pronalaska uloge disbioze u patogenezi

AA, bio bi stvaranje novog dijagnostickog, prognostickog i najvaznije terapeutskog
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pristupa bolesti. No to se tek treba potvrditi dobro dizajniranim istrazivanjima s

viSom razinom dokaza.

3.2. ZLOCUDNE BOLESTI

Do danas je najbolje poznat utjecaj crijevne mikrobiote na razvoj i napredovanje
tumora GIT-a, ali sve se viSe pronalazi njena uloga i u hematoloskim zlo¢udnim
bolestima poput leukemija, limfoma te multiplog mijeloma (47). Njihova
povezanost oCituje se sloZzenim uzajamnim odnosima u kojima zlo¢udne bolesti,
ali i njihovo lijecenje dovode do kvantitativnih i/ili kvalitativnih poremecaja crijevne
mikrobiote, dok ista, kao rezultat toga, mozZe negativno utjecati na daljnje
napredovanije bolesti i razvoj komplikacija, stvarajuéi tako za€arani krug pozitivhe

povratne sprege.

Postoji niz, uglavhom pretklini¢kih, istrazivanja dizajniranih s ciljem pronalaska
uloge crijevne mikrobiote u onkogenezi hematoloskih tumora. Jedna od njih je i
ona Yamamota i sur. (48) koja je za otkrivanje uloge mikrobiote u limfomagenezi
upotrijebila model misa s ataksija-teleangiektazijom (A-T), autosomno recesivhom
boleS¢u povezanom s veéim rizikom od razvoja limfoma, ali i akutnih
limfoblasti¢nih leukemija (ALL). U istraZivanju je analizirana pojavnost limfoma
medu misSevima s razli€itim mikrobnim zajednicama GIT-a kao i onim uzgojenim u
razli¢itim okolidnim uvjetima. A-T miSevi uzgojeni u sterilnim uvjetima imali su
promijenjenu latenciju limfoma te produljeni Zivotni vijek sugerirajuci postojanje
utjecaja crijevne mikrobiote na tijek bolesti. Takoder, ovisno o sastavu crijevne
mikrobiote, razliCite kolonije pokazale su razli€itu osjetljivost prema nastanku
limfoma. U miSeva s pove¢anom otporno$¢u premu razvoju limfoma izolirana je
Lactobacillus johnsonii, bakterija povezana s nizim stupnjem upale u organizmu te
smanjenjem oksidativnog stresa. Osnovni mehanizam kojim L.johnsonii ostvaruje
svoje antitumorske ucinke bila bi inaktivacija NF-kB, faktora koji, pokretanjem
upale u organizmu, potiCe oksidativni stres i shodno tome povecava
genotoksic¢nost. Opisan utjecaj mikrobiote na genezu limfoma neizravnog je
mehanizma, a postignut je oblikovanjem lokalnog i sistemskog nespecificnog
imunoloskog odgovora. Buduci da je disbioza stanje karakterizirano imunoloskim

nepravilnostima i veéim stupnjem oksidativnog stresa, ista bi mogla utjecati na
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razvoj i napredovanje limfoma upravo tim neizravnim mehanizmom. Osim
neizravno, mikroorganizmi mogu utjecati na limfomagenezu i izravnim putem, Sto
podrazumijeva poticanje mutagena djelovanjem vlastitih metabolita i toksina (38).
U ovom slu€aju odgovornost za razvoj limfoma, umjesto disbioze, preuzimaju
pojedini patogeni poput H.pylori ili EBV. Nadalje, ulogu crijevne mikrobiote u
hematoloSkim zlo¢udnim bolestima potvrduje i istraZivanje kojim se skupina
odraslih osoba preZivjelih od Hodgkinovog limfoma, u usporedbi s kontrolnom
skupinom, povezala s manjom izlozenosti infekcijama u djecjoj dobi (49). Jedna
od karakteristika navedenog limfoma je i poremecaj imunoloskog sustava koji se
oCituje smanjenom aktivno$¢u Th1l stanica i pojacanim Th2 odgovorom. Buducéi da
je za prijelaz iz imunolos$kog repertoara kojim dominiraju Th2 stanice u onaj Thl-
dominiraju¢i nuzna uredna Kkolonizacija, sazrijevanje te eubioza crijevne
mikrobiote, postoji moguénost da je upravo njena disbioza jedan od Ccinitelja
razvoja limfoma. Uistinu, pronadena je smanjena raznolikost crijevne mikrobiote u
preZivjelih od Hodgkinovog limfoma, u odnosu na njihove zdrave blizance koji su
sluzili kao kontrola, no jo$ nije poznato koliko je disbioza, kao njen uzrok ili
posljedica, povezana sa samom bolesti, a koliko s lije¢enjem. Rana kolonizacija
GIT-a mogla bi imati utjecaj i u razvoju ALL-a, bududéi da su Francis i sur. (50) otkrili
statistiCki znac€ajnu vezu izmedu poroda dovrSenog carskim rezom,
karakteriziranog razli¢itim pocetnim kolonizatorima, i nastanka bolesti. To bi se
takoder moglo objasniti ulogama razli¢itih ¢lanova crijevne mikrobiote u ranom

razvoju i oblikovanju imunoloskog sustava domacina.

Osim moguce predisponiraju¢e uloge u nastanku zlo¢udnih hematoloskih bolesti,
disbioza crijevne mikrobiote moze nastupiti i kao posljedica same bolesti, ali i
terapeutskih intervencija poput primjene antibiotika, kemoterapije ili imunoterapije.
lako je poprili€no teSko odrediti $to je uzrok, a Sto posljedica, povezanost disbioze
i zloéudnih bolesti hematoloSkog sustava svakako postoji. Navedeno potvrduje
istrazivanje Rajagopale i sur. koji su, usporedujuci sastav crijevne mikrobiote u
djece oboljele od ALL-a i njihovih zdravih srodnika u trenutku postavljanja
dijagnoze i netom poslije kemoterapije, ukazali na postojanje smanjene
raznolikosti mikroorganizama izoliranih iz fekalnih uzoraka bolesnika s ALL-om
(51). Bitno je napomenuti da takve promjene u sastavu mikrobiote nerijetko ostaju

dugotrajne pa bi upravo one mogle doprinositi pove¢anoj pojavnosti kroni¢nih
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bolesti, poput pretilosti i dijabetesa tipa 2, u onih odraslih koji su u djecjoj dobi
bolovali od ALL-a (52). Ukoliko bi disbioticke promjene uistinu bile nepovratne, a
uz to dovodile do komorbiditeta, svakako bi bilo nuzno obnoviti sastav mikrobiote
takvih bolesnika i tako sprijeCiti neposredne, ali i one kasne posljedice bolesti.
Chua i sur. (53) prvi su dokazali disbiozu crijevne mikrobiote u asimptomatskih
odraslih osoba koji su u djec€joj dobi preboljeli ALL, kao i povecanu aktivaciju
limfocita T te poviSenu razinu biomarkera upale poput IL-6 i CRP-a, $to je ujedno
bilo povezano sa smanjenom zastupljenoS¢u F.prausnitzii, bakterije s poznatim

protuupalnim djelovanjem.

Osim na razvoj tumora, mikrobiota moZe utjecati i na ucinkovitost citotoksicnih
lijekova i tako povecati ili smanijiti osjetljivost na antitumorsku terapiju. U skladu s
tim, zabiljeZena je veza izmedu antibiotika usmjerenih prema gram-pozitivnim
bakterijama i smanjenog antitumorskog ucinka ciklofosfamida i cisplatina u
bolesnika s kronicnom limfocitnom leukemijom (CLL). Od 800 bolesnika s CLL-
om, koji su bili uklju€eni u istrazivanje, njih 45 primalo je anti-gram-pozitivhe
antibiotike i, u odnosu na druge bolesnike, znacajno loSije odgovorilo na
antitumorsku terapiju, $to je popraceno i smanjenim sveukupnim prezivljenjem
(engl. Overall Survival, OS). Mehanizam kojim gram-pozitivhe bakterije doprinose
antitumorskom ucinku podrazumijeva njihov utjecaj na razvoj i diferencijaciju

limfocita Th17 koji potom posreduju unistenje tumorskih stanica (54).

lako jo§ preostaje dokazati izravnu uzro¢nu povezanost, sve navedeno sugerira
postojanje bitne uloge poremecaja crijevne mikrobiote u hematoloskim bolestima,
pocevsi od njihove patogeneze i hapredovanja bolesti pa sve do utjecaja na ishod
lijeCenja. Zadnje se ostvaruje ve¢ spomenutom ulogom u oblikovanju
antitumorskog odgovora, ali i utjecajem na razvoj niza komplikacija, poput onih

infektivnih, koje se pojavljuju kao posljedica disbioze.

4. CRIJEVNA MIKROBIOTA U  ALOGENICNOJ
TRANSPLANTACIJI KRVOTVORNIH MATICNIH STANICA

Transplantacija krvotvornih mati¢nih stanica (TKMS) najpotentniji je oblik lijec¢enja

za brojne hematoloSke zlocudne bolesti, ali i neke prirodene i steCene bolesti
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kostane srzi koje su dobro¢udne naravi. Ovisno o davatelju mati¢nih stanica,
razlikujemo autolognu, singeni¢nu te alogenicnu transplantaciju. Dok je u
autolognoj davatelj ujedno i primatelj mati¢nih stanica, a u singeni¢noj monozigotni
blizanac, alogenicnu TKMS (alo-TKMS) karakterizira HLA podudarni srodni ili
nesrodni darivatelj, odnosno davatelj i primatelj su genetski neistovjetne jedinke
iste vrste. Upravo zbog toga alo-TKMS ima jos jednu dimenziju u svom terapijskom
pristupu. Osim kombinacije lije€enja matiCnim stanicama i konvencionalne
terapije, koja podrazumijeva primjenu citostatika sa ili bez ozra€enja cijeloga tijela,
alo-TKMS pruza i imunoterapijski pristup. Cilj pretransplantacijskog
kondicioniranja je uniStenje zlo¢udnih, ali i stanica imunolosSkog sustava kojim se
omogucuje prihvacanje imunokompetentnih stanica davatelja. U slu€aju alo-
TKMS-a, zloéudne stanice primatelja napadaju se pretransplantacijskim
kondicioniranjem, ali i aloreaktivnim limfocitima T porijeklom iz presatka. Naime,
imunokompetentne stanice davatelja prepoznaju antigene na povrSinama
zlo¢udnih stanica, a potom aktivacijom razli€itih efektorskih mehanizama dovode
do njihova uniStenja. Navedeni antigeni uglavnom pripadaju slabim antigenima
tkivne podudarnosti (engl. Minor Histocompatibility Antigens), buduci da je jedan
od preduvjeta alogeniCne transplantacije istovjetnost u antigenima glavnog
kompleksa tkivhe podudarnosti (engl. Major Histocompatibility Complex). Ovaj
mehanizam imunolo$ke je prirode, a naziva se ucinak presatka protiv tumora (engl.
Graft-versus-Leukemia, GvL). Uz prisutnost na zlocudnim stanicama, aloantigeni
se nerijetko nalaze i na brojnim normalnim stanicama primatelja pa inaCe pozeljan
ucinak aloreaktivnosti prema tumoru uzrokuje i nezZeljeni toksi¢ni u€inak u sklopu
GvHD-a. GvHD, kao komplikacija alotransplantacije, pojavljuje se u ¢ak 50%
pacijenata, a ujedno je i stanje koje u najvecoj mjeri ograni¢ava primjenu alo-
TKMS-a (55). Ostale po zivot opasne komplikacije koje umanjuju uspjeh alo-TKMS

su posttransplantacijske infekcije, plu¢ne komplikacije i relaps bolesti.
S nedavnim napretkom u tehnologiji, kojom se mikroorganizmi lakSe identificiraju,

sve je vedi broj istrazivanja koja pronalaze vezu izmedu mikrobiote crijeva i razvoja

posttransplantacijskih komplikacija bolesnika podvrgnutih alo-TKMS-u.
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4.1. UTJECAJ ALO-TKMS-a NA CRIJEVNU MIKROBIOTU

Bolesnici koji se podvrgavaju alo-TKMS-u dozivljavaju zna€ajne kvantitativne i/ili
kvalitativne promjene crijevne mikrobiote kojima se naruSava ravnotezno stanje
mikrobnog ekosustava te se iz stanja eubioze prelazi u disbiozu. Najznacajniji
postupci koji se poduzimaju u sklopu alo-TKMS-a, a usporedno uzrokuju disbiozu
u crijevima, su pretransplantacijsko kondicioniranje, profilaktiCka ili terapijska
primjena antibiotika te promjena prehrane (56). Svakim od navedenih postupaka
intervenira se pri opravdanoj indikaciji, kao i s to¢no odredenim ciljem, ali uz svoj
primarni Zeljeni ucinak, oni usputno naruSavaju homeostazu u crijevima,
ostvarujuci tako i odredene nezeljene ucinke. Dakle, terapijski postupci uz svoje
izravne, imaju i one neizravne, disbiozom posredovane posljedice. GvHD, kao
oblik upalne bolesti posredovane limfocitima T, takoder doprinosi smanjenoj
raznolikosti crijevne mikrobiote (57). Kako se u stanju disbioze gube sve Koristi
mikrobiote, za oCekivati je da ¢e novonastale promjene mikrobiote uciniti bolesnika
u posttransplantacijskom razdoblju jo§ podloznijim razli€itim infektivnim, upalnim

te imunoposredovanim komplikacijama.

4.1.1. PRETRANSPLANTACIJSKO KONDICIONIRANJE | DISBIOZA

Rezim pretransplantacijskog kondicioniranja podrazumijeva primjenu citostatika, s
ozracivanjem cijeloga tijela ili bez njega, koja se ponekada kombinirai s primjenom
monoklonalnih protutijela (58). Njegov cilj je unistiti zZlocudne stanice kostane srzi
i tako obustaviti napredovanje osnovne bolesti, ali i uzrokovati imunosupresiju koja
Ce sprijeCiti imunolosko odbacivanje transplantata. Ipak, rezim kondicioniranja
uzrokuje i znatno ostecenje GIT-a, s mukozitisom kao najéeS¢om posljedicom.
Mukozitis predstavlja ozljedu sluznice koja se histoloski ocituje upalom,
narusenom fiziologijom sluznice te hipocelularnoséu (59). KliniCkom slikom
dominira abdominalna bol, muc¢nina, povrac¢anje, dijareja, a potom i malnutricija
zbog koje se Cesto pojavljuje potreba za parenteralnim na¢inom prehrane. Bududi
da mukozitis znatno naruSava cjelovitost sluznice, on istovremeno omogucuje i
prijelaz antigena mikroorganizama iz crijevnog lumena u cirkulaciju, Sto je

preduvjet za nastanak bakterijemije, ali ujedno i prvi korak u patofiziologiji GvHD-
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a. Sve navedeno Cini mukozitis izrazito znacajnom dijagnozom za bolesnike koji

se podvrgavaju alo-TKMS-u, zbog €ega je nuZno razumijeti njegovu patofiziologiju.

Imaju¢i na umu znacaj crijevne mikrobiote u odrzavanju homeostaze crijeva,
nekolicina znanstvenika prouc€avala je upravo njenu ulogu u razvoju mukozitisa.
Vecéinom pretklinicka, ali i poneka klini¢ka istraZivanja ukazuju na razvoj disbioze
kao posljedice odredenih citostatika. U istrazivanju na Zzivotinjskom modelu,
pronadena je pozitivha povezanost izmedu primjene irinotekana i nastanka
disbioze, karakterizirane smanjenim brojem obligatnih anaerobnih bakterija te
porastom aerobne E.coli (60). Takva mikrobiota doprinosi nastanku aktivnih
toksi¢nih metabolita irinotekana €ime pojacava njegove citotoksi¢ne ucinke i
doprinosi ozljedi GIT-a. Sli€nhu pojavu opisuju i pojedina kliniCka istrazivanja.
Primjerice, Vliet i sur. analizirali su fekalne uzorke pedijatrijske populacije oboljele
od akutne mijeloi¢ne leukemije tijekom 36 ciklusa kemoterapije te potvrdili
nastanak disbioze sa smanjenom raznolikoS¢u mikrobiote uz porast aerobnih
patogenih bakterija poput Enterococcus spp. (61). Takoder, Montassier i sur.
proveli su istrazivanje u kojemu su, primjenom DNA sekvenciranja sljedece
generacije, analizirali kemoterapijom potaknute promjene fekalne mikrobiote na
uzorku od 8 bolesnika oboljelih od non-Hodgkin limfoma. Bolesnici su se
podvrgnuli kondicioniranju u sklopu TKMS-a, a uzorci fecesa prikupljeni su netom
prile kondicioniranja te tjedan dana nakon pocetka terapije. Zabiljezene su
drasti¢ne razlike u mikrobioti uzoraka. Nakon provedene kemoterapije, zabiljeZzen
je statistiCki znac¢ajan pad u zastupljenosti koljena Firmicutes i Actinobacteria uz
porast Bacteroidetes i Proteobacteria, dok su na razini roda prevladavale gram
negativne bakterije Escherichia uz gubitak Blautia, Faecalibacterium i Roseburia,
Sto su sve kljuéni ¢lanovi mikrobiote za odrzavanje homeostaze crijeva (62).
Shodno tome, postavlja se pitanje utjecaja ovako drasti¢nih promjena fekalne
mikrobiote na GIT, odnosno pitanje odgovornosti disbioze u razvoju i napredovanju
mukozitisa te njegovih klini¢kih posljedica. Pad u zastupljenosti koljena Firmicutes
barem bi djelomi€éno mogao biti zasluzan za nastanak malaksalosti i malnutricije
bolesnika tiekom kemoterapije, buduci da su pripadnici toga koljena zabiljezeni u
velikim koli¢inama u pretilim miSevima, u kojima omogucuju povecéano
iskoristavanje energije iz prehrane (63). Takoder, pad roda Blautia i

Faecalibacterium, kao protuupalnih bakterija, Cini domacina podloznijim za razvoj
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upale. Naime, prethodna istraZivanja pokazala su kako se gubitak
Faecalibacterium prausnitzii snazno povezuje s razvojem Crohnove bolesti, Ciji je
sredisnji patofizioloSki dogadaj pojaCana upala u crijevima (64). S druge strane,
znacaj porasta roda Escherichia, kao bakterija s proupalnim svojstvima, pokazuju
brojna istrazivanja u kojima se upravo te bakterije najéeSce izoliraju iz krvi
septicnih onkoloskih pacijenata (65). Iz svega navedenog slijedi da kemoterapijom
potaknutu disbiozu karakterizira prijelaz iz protuupalnog u upalno stanje, kao
rezultat gubitka korisnih bakterija. Nadalje, buduéi da oCuvana mikrobiota Stiti
strukturu i funkciju GIT-a, ispravak disbioze bi potencijalno mogao ublaziti
mukozitis. U kontekstu mukozitisa, zdrava crijevna mikrobiota domacinu pruza
pogodnosti poput smanjenja upale i oksidativnog stresa te ja¢anja crijevne barijere
putem smanjenja crijevne propusnosti, kao i obnove sloja sluzi i epitelnih stanica
(66)(67).

Osim kemoterapijom, mukozitis moze biti uzrokovan i radioterapijom (68).
Pojedine komenzalne bakterije mogu zastitni¢ki djelovati i na mukozitis potaknut
radioterapijom $to potvrduje istrazivanje znanstvenika Delia i sur. koji su, tijegkom
dvostruko-slijepe, randomizirane KkliniCke studije, dokazali korisne ucinke
probiotika na zraCenjem-potaknutu dijareju. Naime, u odnosu na kontrolnu placebo
skupinu, skupina pacijenata koja je dobivala probiotike sa sojevima Lactobacillus
i Bifidobacterium imala je znatno manju uclestalost dijareje Sto pokazuje
ucinkovitost probiotske terapije u prevenciji ifili redukciji i incidencije, ali i stupnja

enterokolitisa (69).

Mukozitis, kao jedna od najCed¢ih komplikacija pretransplantacijskog
kondicioniranja, svakako moze utjecati i na sposobnost i spremnost pacijenata za
sam proces transplantacije i tako doprijeniti napredovanju osnovne bolesti te
sprijeCiti optimalne ishode lije€enja. Upravo zbog toga, postoji potreba za jos
detaljnije dizajniranim istrazivanjima koja bi razjasnila to¢nu ulogu crijevne
mikrobiote u akutnoj gastrointestinalnoj toksi¢nosti posredovanoj kemo- i
radioterapijom. Time bi se omogucili optimalni preduvijeti i za klinicke studije o
ucinkovitosti i sigurnosti primjene razlicitih intervencija koje, putem modifikacije

mikrobiote, ispravljaju disbiozu.
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4.1.2. DISBIOZA UZROKOVANA PREHRANOM

Jedan od vaznijih Cimbenika u oblikovanju sastava i raznolikosti crijevne
mikrobiote svakako je prehrana (70). Imajuci to na umu, razliCite vrste prehrane
mogu uvelike mijenjati sastav bakterijskih populacija unutar crijeva i tako neizravno

djelovati na ljudsko zdravlje.

U prvim tjednima nakon provedene alo-TKMS, pacijenti dozZivljavaju znacajno
pogorS$anje nutritivnog statusa, zahvaljujuc¢i ve¢ spomenutim izravnim toksi¢nim
ucincima pretransplantacijskog kondicioniranja, ali i sekundarnim komplikacijama
poput akutnog GvHD-a i infekcija. Nastala malnutricija, kao stanje nedovoljne
uhranjenosti ili pothranjenosti, rezultat je kombinacije neodgovarajuceg oralnog
unosa hranjivih tvari, promjena u njihovoj probavi, apsorpciji i metabolizmu te
pojaCanih izdataka istih putem probavnog sustava (dijareja i povracanje). Gubitak
apetita, mucnina, povracanje te abdominalni bolovi, kao nuspojave
kemoterapeutika, samo su neki od razloga smanjenog oralnog unosa hranjivih
tvari. Takoder, znaCajne promjene strukture i funkcije GIT-a, kao posljedice
mukozitisa, GvHD-a ili infekcija, klini¢ki se ocituju brojnim dijarejama koje su uz
enteropatiju s gubitkom proteina vazni uzroci nutritivnog manjka. Koristeci se
uglavnom antropometrijskim te biokemijskim metodama, nekolicina znanstvenika
dokazala je prisutnost malnutricije u pacijenata lijeCenih alo-TKMS-om.
Papadopoulou i sur., na uzorku od 47 pacijenata, zabiljezili su zna€ajno smanjenje
albumina u serumu koji je ujedno jedan od najcitiranijin biokemijskih indikatora
malnutricije (71). Nadalje, s obzirom na pronalazak niskih razina transferina,
takoder pokazatelja malnutricije, uglavhom u pacijenata s fatalnim ishodom
lijeCenja, poremecaj nutritivnog statusa povezuje se s vecom vjerojatnoS¢u
smrtnog ishoda nakon transplantacije te tako moze posluziti kao bitan prognosticki
faktor (72). Upravo zbog toga, odgovarajuca nutritivna potpora prije i tijekom
lije€enja od iznimne je vaznosti. Buduéi da manjka Cvrstih dokaza koji podupiru
smjernice drustava, poput Ameri¢kog i Europskog udruzenja za parenteralnu i
enteralnu prehranu, i dalje se raspravlja o izboru zlathog standarda te prednostima
i nedostatcima razli¢itih vrsta nutritivne potpore. Unato€ relativno Sirokoj primjeni
potpune parenteralne prehrane (engl. Total Parenteral Nutrition, TPN), postoji

rastu¢i trend istrazivanja koja enteralnu prehranu favoriziraju kao prvi izbor
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nutritivne potpore u pacijenata podvrgnutih alo-TKMS-u. Naime, Seguy i sur.
pokazali su kako se enteralna prehrana povezuje s boljim OS, smanjenim
stupnjem akutnog GvHD-a te brzim oporavkom neutrofila (73). Barem jedan od
Cimbenika koji doprinose takvim rezultatima je i zna¢ajno manji utjecaj enteralnog
oblika prehrane na crijevnu mikrobiotu u odnosu na parenteralni. Naime, gubitkom
dotoka hranijivih tvari u crijeva, poput onog u TPN-u, mikrobiota ne dobiva potrebnu
koli¢inu hranjivih tvari za odrZzavanje urednog sastava, raznolikosti te bogatstva
mikroorganizama, Sto u kombinaciji s velikom osjetljivoS¢u mikrobiote na lokalne
promjene rezultira znaCajnom disbiozom crijeva. Primjer toga je istraZivanje u
kojemu je TPN u zivotinjskom modelu prouzroc€ila preobrazbu mikrobiote iz one u
kojoj dominira Firmicutes u onu s dominantno zastupljenim koljenom
Protebacteria, inae slabo zastupljenog u zdravih pojedinaca (74). Povecéana
pojavnost akutnog GvHD-a i loSije preZivljenje u pacijenata na parenteralnoj
prehrani, u odnosu na one na enteralnoj, mogle bi biti povezane i s povecanim
gubitkom Blautia spp. koji je zabiljeZzen nakon duzZe primjene TPN-a (75). Rijec je
o bakterijama koje potencijalno doprinose smanjenoj smrtnosti vezanoj uz GvHD,
o ¢emu ¢e biti viSe govora nesto kasnije. Gubitak Blautia spp, kao i ostalih rodova
unutar reda Clostridiales, zabiljezen je i u dobrovoljaca koji su konzumirali hranu
obogacéenu proteinima, a siromasnu ugljikohidratima, $to bi moglo posluZziti kao
svojevrsna imitacija TPN-a (76). Drugo istrazivanje ukazuje na pojavu dishbioze
karakterizirane ve¢om zastupljeno$¢u Akkermansia muciniphila, kao posljedice
smanjenog enteralnog kalorijskog unosa (77). ZnacCaj vece zastupljenosti
spomenute bakterije leZi u njenom ucinku razgradnje sluznog omotaca u crijevima
Sto moZe doprinijeti vecoj ucCestalosti GvHD-a i infekcija. Navedeni rezultati
ukazuju na potencijalnu ulogu crijevnih komenzala u posredovanju zabiljezenih

uCinaka razlicitih oblika nutritivne potpore nakon alo-TKMS-a.

4.1.3. DISBIOZA UZROKOVANA ANTIBIOTICIMA

Buduc¢i da bakterijske infekcije znacajno doprinose morbiditetu i mortalitetu u
ranom posttransplantacijskom razdoblju, primjena antibiotika tijekom alo-TKMS-a
kljuéna je za sveukupni uspjeh lijeCenja (78). Zahvaljujuéi snaznoj supresiji
hematopoeze, kao posljedice pretransplantacijskog kondicioniranja, ali i osnovne

maligne bolesti, pacijenti razvijaju neutropeniju, definiranu kao sistemsko
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imunolosko stanje s izrazito niskim brojem neutrofila. Neutropenija u kombinaciji s
kemoterapijom-potaknutim mukozitisom stvara savrSene uvjete za razvoj
bakterijemije te ostalih infektivnih komplikacija. Kod takvih bolesnika antibiotici se
primjenjuju u profilaktiCke ili terapeutske svrhe, a intervenira se s cillem
sprjeCavanja ili lijeCenja infekcija. Ipak, primjena antibiotika nosi svoju cijenu.
Ovisno o Sirini spektra njihova antimikrobnog djelovanja, antibiotici su sposobni u
razliitoj mjeri utjecati na raznolikost crijevne mikrobiote i tako neizravno nastetiti
domacdinu. Naime, mijenjajuci sastav mikrobiote antibiotici posredno naruSavaju
homeostazu imunoloskog sustava GIT-a te tako povecavaju osjetljivost domacina
na razvoj autoimunih, malignih, metabolickih te infektivnih bolesti. Disbiozu daleko
¢eS¢e uzrokuju antibiotici sa Sirokim spektrom djelovanja Ciji uc€inci mogu biti
dugotrajni. Ve kratkotrajpa primjena klindamicina smanjuje zastupljenost
Bacteroidetes u razdoblju od minimalno dvije godine (79). Bitno je napomenuti da
antibiotici vrlo ¢esto dovode i do gubitka onih bakterija koje izravno nisu unutar
podrucja njihova djelovanja. Razlog tome lezi u postojanju slozene mreze
meduovisnosti razli€itih bakterija. Naime, kada je rije€ o opskrbi hranjivim tvarima,
mikroorganizmi mogu ovisiti 0 drugim, susjednim stanovnicima crijeva, pa tako
lijeCenje vankomicinom uzrokuje pad i u zastupljenosti gram-negativnih, unato¢
njegovoj antimikrobnoj usmjerenosti prema gram-pozitivnim bakterijama (80).
Osim 8&to se antibioticima znatno naruSava ravnotezno stanje mikrobnog
ekosustava, oni doprinose i pojaanom izrazaju gena odgovornih za rezistenciju
na antibiotike koji se horizontalno Sire medu sojevima (81). Medu razli€itim
lokalizaciama mikrobiote, upravo ona u crijevima najviSse tezi stvaranju

rezistentnih sojeva (82).

Posebno  veliku osjetlivost na razvoj disbhioze, uslijed njihova
imunokompromitirana stanja, pokazuju pacijenti tijekom i nakon alo-TKMS-a.
Postantibiotska disbioza karakterizirana je gubitkom funkcionalne i taksonomske
raznolikosti kao i smanjenim pruzanjem otpora prema kolonizaciji i prodoru
patogenih bakterija (83). Upravo zbog toga, antibiotici primijenjeni za profilaksu i/ili
lije€enje febrilne neutropenije neocekivano mogu povecati osjetljivost domacina
prema infektivnim komplikacijama. Dok crijevna mikrobiota zdravog pojedinca
sadrzi minimalno 1000 razliitih bakterijskih vrsta, mikrobne zajednice

posttransplantiranih pacijenata karakterizirane su mono- ili oligokolonizacijom, sto
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podrazumijeva dominaciju samo jedne ili nekoliko vrsta bakterija (39). Crijevha
dominacija definira se kao pojava u kojoj jedna bakterijska vrsta zauzima najmanje
30% zastupljenosti unutar citave crijevne mikrobiote. NajCeSCe pronadeni
dominiraju¢i mikroorganizmi su Enterococcus, Streptococcus i razliCite bakterije
unutar koljena Proteobacteria (84). Upravo bi primjena antibiotika mogla biti jedan
od uzroka takve pojave. Naime, pretkliniCka istraZzivanja na Zivotinjskom modelu
ukazuju na dramatiCan porast na vankomicin rezistentnog enterokoka (engl.
Vancomycin-Resistant Enterococcus, VRE), kao posljedicu antibiotskog lije€enja
(85). Slicne rezultate potvrduju kliniCka istrazivanja koja pokazuju snaznu
povezanostizmedu enterokokne dominacije i antibiotika. Primjerice, Donskey i sur.
demonstrirali su povezanost metronidazola, kao antibiotika s primarno
antianaerobnom aktivnoscu, i kolonizacije VRE, ¢ime su potvrdili hipotezu kako
antibiotici poti€u enterokoknu monokolonizaciju prvenstveno djelovanjem na
obligatne crijevne anaerobe. Suprotno tome, nije pronadena povezanost medu
antibioticima s minimalnom antianaerobnom aktivnos¢éu i dominacije odredenih
bakterijskih vrsta (86). Uloga anaerobnih crijevnih komenzala u sprje€avanju
kolonizacije patogenih vrsta opisana je jos 1970-ih godina, kada se pokazalo da
rodovi Clostridia i Bacteroidetes, kao predstavnici anaerobne flore, sprjeCavaju
dugoro¢nu kolonizaciju patogena poput Clostridium difficile, Salmonella enterica ili
VRE (87). S druge strane antibiotici s minimalnom antianaerobnom aktivnoséu,
kao $to su fluorokinoloni, smanjuju rizik od crijevne dominacije Proteobacteria,
koliena koji sadrze gram-negativhe patogene tolerantne na Kkisik, poput
Enterobactericeae i Pseudomonas spp (84). Ve¢ je spomenuta uloga antibiotika u
kompromitiranju obligatne anaerobne mikrobiote, ¢ime izostaje prevencija crijevne
dominacije enterokoka, ali postavlja se pitanje na koji na¢in komenzalne bakterije,
u uvjetima eubioze, sprje€avaju njegovo umnazanje i posljedi€nu dominaciju.
Mehanizmi kojima gram-pozitivni enterokoki dozivljavaju promjenu iz stanja
minimalne zastupljenosti tijekom eubioze u stanje postantibiotske dishioze u kojoj
prevladavaju u odnosu na ostale vrste, opisani su na modelu misa (88). Naime,
primjena antibiotika sa Sirokim spektrom djelovanja, poput vankomicina,
metronidazola ili neomicina, je posredno, uklanjanjem komenzalne mikrobiote,
utiSala obrambeni mehanizam urodene imunosti crijeva: lu¢enje AMP-ova.
Konkretno, zabiljezen je znaCajan pad lektina tipa C (REGIIly), peptida poznatog

po svom baktericidnom ucinku usmjerenom prema gram-pozitivnim bakterijama,
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Sto se smatra odgovornim za porast gustoce enterokoka unutar kolona. Buduci da
su MAMP-ovi mikrobiote, poput flagellina i LPS-a iz gram-negativnih bakterija,
kljuéni za poticaj luCenja REGIlly (25), logi¢an je slijed dogadaja u kojima
antibiotici, djelujuc¢i na gram-negativne komenzale, koCe luCenje AMP-ova i tako
dopuste pretjerani rast gram-pozitivnog enterokoka. Kako se kao uzrok narusenog
luéenja AMP-ova navodi izostanak aktivacile PRR-a bakterijskim ligandima,
primjena agonista flagellina i LPS-a mogla bi imati zna€ajan terapeutski potencijal
u sprjeCavanju crijevne dominacije i posljedi€nog prodora, u bolesnika lijeCenih
antibioticima Sirokog spektra (89). Klini¢ki znacaj crijevne dominacije patogena je

u pove¢anom riziku od prijelazu patogena u cirkulaciju te razvoja bakterijemije.

4.1.4. UTJECAJ GvHD-a NA CRIJEVNU MIKROBIOTU

Unato¢ napretku u razumijevanju patofiziologije i lijeCenja, GvHD i dalje ostaje
najcesca i najozbiljnija komplikacija alo-TKMS-a, sa znatnim utjecajem na ishod
lijeCenja, sveukupno prezivljenje te razvoj morbiditeta (90). Rije¢ je o upalnoj
bolesti posredovanoj limfocitima T za diji nastanak moraju biti zadovoljena ftri
kriterija. Prisutnost imunokompetentnih limfocita T unutar presatka Cini prvi, dok je
drugi kriterij imunosupresija primatelja kojom se onemoguéava odbacivanje
presatka, a postize se pretransplantacijskim kondicioniranjem. Treéi, ujedno i
najvazniji, je razlika u antigenima tkivne podudarnosti kojom se ostvaruje u€inak
aloreaktivnosti (91). GVHD se moze smatrati pretjeranim oblikom, ina¢e normalnog
upalnog mehanizma, u kojemu imunokompetentni limfociti T davatelja prepoznaju
tkiva domacina kao strane antigene. U kontekstu hematoloskih zlo¢udnih bolesti
pozeljan ucinak aloreaktivnosti u sklopu GvL-a suprotstavlja se nezeljenim
uc¢incima GvHD-a. Aloreaktivnost je pozeljna ako stanice presatka prepoznaju
antigene izrazene na tumorskim stanicama i zatim aktiviraju svoje izvrSne
mehanizme, dok je s druge strane nepozeljna ukoliko se aloantigeni nalaze na
normalnim i nepromijenjenim stanicama domacina. Imunobiologija GvHD-a
prilicno je sloZena, ali se moze sazeti u tri kljuCna koraka. Za pocetak je potrebna
aktivacija antigen-predo¢nih stanica koje prezentacijom aloantigena stvaraju
odgovaraju¢i medij za aktivaciju, diferencijaciju i migraciju davateljevih
aloreaktivnih limfocita T. Nakon prepoznavanja, njima stranih antigena i

posljedi¢ne aktivacije, limfociti T poticu razli€ite izvrSne mehanizme kojima dovode
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do uniStenja tkiva (92). Tri ciljna organa koja predstavljaju glavnu metu za
aloreaktivne limfocite T su koZza, jetra te posebice crijeva. Zanimljivo je da su to
ujedno i organi koji u najve¢oj mjeri stupaju u interakciju s mikroorganizmima,
¢inec¢i granicu izmedu okoline i unutarnje homeostaze Covjeka. Crijevni GvHD
pogada viSe od 50% pacijenata s akutnom prezentacijom GvHD-a, doprinoseci u
velikoj mjeri njegovom mortalitetu. Smatra se kako upravo ozljeda GIT-a, uslijed
pretransplantacijskog kondicioniranja, igra glavnu ulogu u patofiziologiji
sistemskog GvHD-a (93).

Uzimajuci u obzir nedavne studije koje su, na uzorku bolesnika oboljelih od upalne
bolesti crijeva, pronasle povezanost izmedu crijevne upale i disbioze crijeva (21),
postavilo se pitanje je li i u kojoj mjeri je crijevni GvHD (u nastavku GvHD), kao
upalno stanje, odgovoran za naru$enu mikrobiotu pacijenata nakon alo-TKMS-a.
Jenq i sur. demonstrirali su, prvotno na Zivotinjskim modelima, a zatim i u ljudi,
znacajan utjecaj crijevne upale na sastav crijevne mikrobiote nakon alo-TKMS-a
(57). Naime, prije razvoja GvHD-a bolesnici su imali relativno urednu mikrobiotu
nalik na onu u kontrolnoj skupini, no s vremenom, a posebice nastupom GvHD-a,
zabiljezila se znacajno smanjena raznolikost iskazana Shannonovim indeksom.
Promjene su se odnosile na porast populacija Lactobacillales te pad Clostridiales.
U drugome istrazivanju, Holler i sur. metagenomski su analizirali mikrobiome iz
uzoraka stolice pacijenata podvrgnutih alo-TKMS-u te dobili vrlo sli¢ne rezultate
(56). Predominantno komenzalna mikrobiota bolesnika netom prije transplantacije
zamijenjena je mikrobiotom karakteriziranom znatno smanjenom bioraznolikoSc¢u
uz porast Enterococcus spp. Zanimljivo je da su zabiljeZzene promjene bile
najizrazenije tek kada je nastupio GvHD, pa je tako u bolesnika koji nisu razuvili
GvVHD prosjecni udio enterokoka u posttransplantacijskim uzorcima stolice iznosio
21%, u usporedbi s 46% u onih koji u tom trenutku nisu bili optere¢eni upalom, ali
nakon odredenoga vremena su je ipak razvili. Tada, u vrijeme aktivhog GvHD-a
prosjecni udio bio je ¢ak 74%, sugerirajuci snazan utjecaj crijevne upale na sastav
crijevne mikrobiote. Pod utjecajem akutnog GvHD-a mijenja se i metagenom
mikrobiote, Sto se ocCituje povecanim izrazajem gena odgovornih za nastanak

rezistencije na antibiotike (94).
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Nekolicina nedavnih istrazivanja pokusSala je razjasniti mehanizme kojima GvHD
doprinosi disbiotskom stanju crijeva. Sli¢nosti postantibiotske disbioze i one
potaknute GvHD-om o ituju se u smanjenom lucenju AMP-ova, proizvoda
Panethovih stanica, ali mehanizmi se ponesto razlikuju. U GvHD-u, Panethove
stanice postaju jedna od glavnih meta aloreaktivnim limfocita T, a njihov smanjen
broj potvrden je na miSevima i ljudima. Naime, pokusi na Zivotinjskim modelima
pokazuju kako naglo smanjenje brojnosti stanica nastaje neovisno o ionizacijskom
zraCenju tijekom rezima kondicioniranja, potvrdujuci postojanje mehanizma
ovisnog o aloreaktivnim limfocitima T (95). Posljedi¢no pada i razina a-defenzina,
najucinkovitijin AMP-ova (96), koji svojom baktericidnom aktivhoS¢u ne samo da
pruzaju zastitu od crijevnih patogena vec i odrzavaju stanje crijevne eubioze.
Smanjena razina AMP-ova u GvHD-u povezuje se i s izostankom signala
mikrobiote uslijed postojeCe disbioze uzrokovane antibioticima, odnosno
kondicioniranjem (97). Tim mehanizmom se, u bolesnika podvrgnutih alo-TKMS-
u, stvara zaCarani krug u kojemu disbioza pogoduje smanjenom lu¢enju AMP-ova,

a ono zatim pogorsava disbiozu.

Osim funkcije oCuvanja eubioze, Panethove stanice sluze kao ekoloska niSa
mati¢nim stanicama crijeva (engl. Intestinal Stem Cells, ISC), ¢ime homeostazi
doprinose i svojom reparativnom ulogom. Njihova zadaca je da luCenjem
molekula, poput EGF-a, Wnt-a i NOTCH-a, poti¢u razvoj i diferencijaciju susjedno
smjestenih 1ISC-a nuznih za obnovu osteéenog crijevnog epitela (98). Mnoga
istrazivanja pokazuju veliki znaCaj naruSene cjelovitosti crijevne barijere u
stvaranju teSke i refraktorne klinicke slike GvHD-a, a zbog toga se zapocelo
testiranje ucinkovitosti alternativnih metoda lijeCenja, temeljenih na principu
obnove crijevnog epitela. Primjerice, istrazivanjem u kojemu se primjenjivao
rekombinantni R-spondin 1 faktor rasta, inace Wnt agonist, dokazala se pozitivha
povezanost izmedu obnove crijevnog epitela, pracenu oporavkom Panethovih
stanica i ISC-a, i blaze klinicke slike GvHD-a (99). Takoder, ovo istrazivanje
potencijalno dokazuje da disbioza tiekom GvHD-a nastaje upravo zbog gubitka
Panethovih stanica. Naime, obnova stanica, prikazana normaliziranjem a-
defenzina u fecesu, vratila je crijevnu mikrobiotu iz stanja disbioze u eubiozu, tako

da bi se primjena Wnt agonista mogla smatrati i intervencijom kojom se oblikuje
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mikrobiota. U ovom sluCaju, crijevna mikrobiota se oporavila fizioloSkim

mehanizmom lu¢enja AMP-ova iz obnovljenih Panethovih stanica.

Navedena otkrica ukazuju na vaznost zastite crijevne mikrobiote u ocCuvanju
crijevne barijere, a posljedi¢no i u ublazavanju GvHD-a. Detaljniji prikaz utjecaja

disbioze na tijek GvHD-a predstavljen je u sljedecem poglavlju.

4.2. UTJECAJ CRIJEVNE MIKROBIOTE NA POSTTRANSPLANTACIJSKE
KOMPLIKACIJE

Zahvaljujuéi prirodi same maligne bolesti, imunoloskoj disregulaciji, ali i disbiozi,
bolesnici koji primaju terapiju alo-TKMS izrazito su podlozZni infektivnim te

imunoposredovanim komplikacijama.

Bilo da se radi o disbiozi uzrokovanoj pretransplantacijskim kondicioniranjem, onoj
potaknutoj antibioticima, primjenom TPN-a, nastankom GvHD-a ili naj¢esc¢e
zajednickim djelovanjem svih Cetiriju uzroka, njene posljedice uvijek su iste. Utjecaj
disbioze na ishod alo-TKMS-a najvise se ocituje u njenoj ulozi u nastanku
posttransplantacijskin komplikacija, poput infekcija i GvHD-a, kao i u pove¢anom
riziku od relapsa. Ipak, nedavna istraZivanja pokazuju kako su crijevna mikrobiota
i ishod lijeCenja dominantno povezani putem mortaliteta vezanog za
transplantaciju koji podrazumijeva mortalitet od onih komplikacija izravno
izazvanih transplantacijom. Znacaj crijevne mikrobiote u uspjehu ili neuspjehu alo-
TKMS-a, u svome su istraZivanju prikazali Taur i suradnici (100). Retrospektivnom
analizom demonstriran je obrnuto proporcionalan odnos izmedu stupnja
raznolikosti crijevne mikrobiote u vrieme oporavka hematopoeze (engl.
engraftment) i mortaliteta. Sveukupno prezivljenje, zabiliezeno 3 godine nakon
lije€enja, u skupini bolesnika sa niskim stupnjem bioraznolikosti iznosilo je tek
36%, u odnosu na 67% u bolesnika s velikom raznoliko§¢u procijenjenom
mjerenjem Simpsonovog indexa. Uz sve to, pokazano je da dishioza, neovisno o
ostalim riziCnim Cimbenicima, poput komorbiditeta bolesnika ili stadija osnovne
bolesti, moze posluzit kao prediktor smrtnosti povezane s alo-TKMS-om. Bitno je
napomenuti da, bez obzira $to je demonstrirana vrijednost disbioze kao statisticki

znacCajnog prediktora smrtnosti, do danas nije dokazano radi li se o izravnoj
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uzro€noj povezanosti. Takoder, Weber i sur. prikazali su kako smanjena razina 3-
indoksil-sulfata (3-IS) u urinu, kao metabolita indola kojeg komenzalne bakterije
proizvode iz triptofana, moze posluZziti kao biljeg narusene crijevne mikrobiote. Uz
to, njegova smanjena razina povezuje se s ve¢im mortalitetom povezanim s
lijeCenjem (engl. treatment-related mortality), $to joS jednom potvrduje znacajan
utjecaj crijevne mikrobiote na ishod alo-TKMS-a (101). 3-IS metabolit je crijevne
mikrobiote koji svoje djelovanje ostvaruje aktivacijom aril-ugljikovodi¢nog
receptora (engl. Aryl-hidrocarbon Receptor, AhR) pa je poznat i kao AhR ligand.
Mehanizmi kojima indol metaboliti Stite homeostazu crijeva, i tako doprinose
vecem sveukupnom prezivljenju, uklju€uju jac¢anje medustani¢nih ¢vrstih spojeva
crijevnog epitela, ublazavanje upale sprjeCavanjem aktivacije NF-kB signalnog
puta, odnosno poticanjem lu€enja imunomodulatornog citokina IL-10 (102), kao i
bakteriostatsko djelovanje usmjereno na gram-negativne patobionte (103). Prva
tri mehanizma mogla bi objasniti ulogu manjka 3-1S u razvoju GvHD-a, dok tredi
daje uvid u potencijalnu ulogu gubitka metabolita indola u razvoju infektivnih
komplikacija.

4.2.1. GVHD

Pocetak istrazivanja potencijalnih ucinaka crijevne mikrobiote na GvHD seZe u
razdoblje '70-ih godina prosloga stolje¢a kada su dva pokusa na miSevima
demonstrirala pojavu GvHD-a u SPF, odnosno izostanak istog u GF miSevima Cija
se crijeva nalaze u sterilnom okruzenju (104,105). Zatim, '80-tih te '90-ih poja¢ano
se proucavao utjecaj primjene antibiotika Sirokog spektra, kao i boravka pacijenata
u posebnim sobama s laminarnim strujanjem filtriranog zraka (engl. laminar-airflow
isolation), na stupanj razvoja GvHD-a. Rezultati su bili u skladu s prethodnim
istrazivanjima, pa se tako u onih bolesnika koji su boravili u okruzenju s niskom
zastuplijenoS¢u mikroorganizama, ili su primali antibiotike, zabiljezila niza
pojavnost visSih/tezih stupnjeva GvHD-a (106). Zahvaljuju¢i takvim rezultatima
zaziviela je primjena antibiotika s ciliem postizanja potpune crijevne
dekontaminacije i sprie€avanja posttransplantacijskih komplikacija (107). Nadalje,
'90-ih godina je postavljena hipoteza da je smanjena zastupljenost anaerobne
mikrobiote, mjerena metodom kultivacije iz uzoraka stolice, povezana s manjom

pojavhoS¢u GvHD-a, zbog Cega se pocCela razmatrati opcija rutinske primjene
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antibiotika s antianaerobnom aktivnoSc¢u (108). S druge strane, novija istraZivanja
nisu pokazala slicne pogodnosti dekontaminacije vec¢ suprotno, identificirala su
gubitak komenzalne crijevne mikrobiote jednim od vaznijih dogadaja u razvoju
tezeg GvHD-a, ¢ime se polagano napustila rutinska praksa crijevne
dekontaminacije (109). Primjerice, novije istraZivanje prikazuje ulogu bakterija
Lactobacillus spp. u ublazavanju crijevne upale, pa je tako ampicilinom uklonjena
L.johnsonii bila povezana s tezim stupnjem upale, dok je obogacivanje crijevne
mikrobiote navedenom bakterijom rezultiralo nizim stupnjem GvHD-a (57). Time
su se umjesto pozitivnih u€inaka potpune crijevne dekontaminacije, koja uostalom
vrlo Cesto ne uspije pa zapravo nastane selektivna dekontaminacija, poceli
naglasavati korisni ucinci obnove raznolikosti crijevne mikrobiote. Pretpostavljena
objasnjenja takvih opre¢nih rezultata mogla bi lezati u znatno ogranicenoj
mogucnosti kvantitativne i kvalitativne analize crijevne mikrobiote, kakva je
postojala u vremenu nastajanja prijasnjih istrazivanja. Tada se vecina istrazivanja
sastava mikrobiote temeljila na metodama kultivacije ¢ime se tek 10-50% bakterija
uspijevalo izolirati (12). Osim toga, izostanak GvHD-a u akseni¢nog misa,
opisanog u pokusima iz '70-ih, vrlo vjerojatno nastaje kao posljedica uzgajanja u
sterilnim uvjetima, ¢ime se stvara imunolo$ki nerazvijena jedinka u kojoj se GvHD
niti ne moze razviti (110). To bi znacilo da uzrok izostanka GvHD-a nije nedostatak
crijevne mikrobiote veé nerazvijenost sastavnica imunoloSkog sustava uslijed
njenog manjka, pa bi u tom slu¢aju mikrobiota imala neizravnu ulogu u nastanku
GvHD-a. Uz to, suprotni rezultati istrazivanja u€inaka potpune dekontaminacije
crijeva na GvHD mogli bi odrazavati razli€itu uspjeSnost navedenog postupka.
Dakle, ukoliko je postupak uspjesan, te su se crijeva uspjela uciniti sterilnim, tada
izostaje stimulacija bakterijskih liganda poput LPS-a koji sluze kao okidaci upale u
GvHD-u. S druge strane, puno c¢eSc¢e nastaje sluCaj u kojemu se ne postize
potpuna dekontaminacija, uslijed pojave rezistentnih sojeva, $to je ujedno i najgori
moguci scenarij jer tada dolazi do porasta patobionata kombiniranog padom

zastupljenosti korisnih komenzalnih bakterija s imunomodulatornim ulogama.

U prouCavanju uloge mikrobioma u alo-TKMS-u jedno od najznacajnijih
istrazivanja, koje je i svojevrsna prekretnica, pripada Tauru i sur., koji su smanjenu
raznolikost mikrobiote identificirali kao neovisnog prediktora mortaliteta nakon alo-

TKMS (100). Ipak, postoji problem u tumacenju doticnog rezutata koji je Cest u
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podru¢ju metagenomike. Naime, na temelju dobivenih rezultata prilicno je
izazovno odrediti je li smanjena raznolikost izravno zasluzna za povecani mortalitet
ili je ona jednostavno biljeg disbioze nastale uslijed razli€itih intervencija kojima se
bolesnici tijekom alo-TKMS-a izlaZu, a koje same po sebi mogu biti odgovorne za
viSu smrtnost. Nakon utvrdene povezanosti smanjene raznolikosti mikrobiote s
poveéanim mortalitetom vezanim uz transplantaciju, Jenq i sur. dizajnirali su
studiju s ciljem identificiranja povezanosti mikrobiote i GvHD-a (75) u kojoj je
pronadena statistiCki znacajana povezanost izmedu uredne raznolikosti mikrobiote
i Smanjene smrtnosti povezane s GvHD-om. Ne samo da se jo$ jednom dokazala
vaznost raznolike mikrobiote veé¢ su se identificirale specificne bakterije koje
doprinose smanjenom GvHD mortalitetu. Rije€ je o bakterijama roda Blautia unutar
reda Clostridiales, €iju su smanjenu zastupljenost u bolesnika podvrgnutih alo-
TKMS-u potvrdila i ostala istrazivanja (57). Uz povezanost s nizim GvHD
mortalitetom, Blautia spp. povezuje se i sa smanjenom pojavom GvHD-a koji
zahtijeva lije€enje kortikosteroidima, kao i s nastankom GvHD-a refraktornog na
steroide, $to sve zajedno rezultira i s povecanim sveukupnim prezivljenjem. U
skladu s ocitim imunosupresivnim ucinkom Blautia spp., te obrnuto
proporcionalnim odnosom GvHD-a i GvL-a, mogla bi se oCekivati pojava veceg
mortaliteta povezanog s relapsom, ali potpuno suprotno je zamije¢eno. Vjerojatno
objasnjenje su imunosupresivni ucinci koji se oCituju primarno na lokalnoj crijevnoj
razini uz izostanak sistemskog djelovanja koji bi suprimirao GvL uclinak. To
objasnjenje podupire i manjak povezanosti Blautia spp. s koznim GvHD-om. Golob
i sur. pokazali su kako bi sastav mikrobiote u vrijeme posttransplantacijskog
oporavka hematopoeze mogao biti prediktivni ¢imbenik akutnog GvHD-a (111).
Naime, bolesnici u kojima je zabilezen pad u zastupljenosti obitelji
Lachnospiraceae (ukljuCuju¢i posebice Blautia spp.) ili porast razreda
Actinobacteria uglavnom su razvili akutni GvHD. Sazimajuéi sve navedeno, gotovo
sva istrazivanja, vezana uz ovu problematiku, pokazala su pozitivnhu povezanost
Enterococcus spp. te rizika od GvHD-a i posljedi¢éno mortaliteta vezanog uz
transplantaciju, kao i negativnu povezanost razreda Clostridia, a prvenstveno
¢lanova obitelji Lachnospiraceae i Ruminococcaeceae. Enterococcus spp., u
istrazivanju Webera i sur., identificiran je kao predominantno zastupljen rod
bakterija u onih bolesnika s niskim razinama 3-1S-a, metabolita Cije se niske

vrijednosti dovode u vezu s viSim mortalitetom (101). Mehanizam kojim
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Enterococcus spp. moze doprinijeti razvoju i tezini GvHD-a, a posljedi¢no i vecem
mortalitetu, ukljuCuje naruSavanje cjelovitosti epitelne barijere uslijed djelovanja
matriks metaloproteaze (112), a zatim i prodor njegovih komponenata i poticanje
upale (113). S druge strane, zastitnu ulogu u razvoju GvHD-a, ¢lanovi razreda
Clostridia, poput Blautia spp. ili F. prausnitzii, duguju svom metabolomu koji se u
najvecoj mjeri sastoji od SCFA metabolita: acetata, propionata i butirata. U
kontekstu smanjenog rizika od GvHD-a posebno znacajan je butirat, sa svim
svojim imunomodulatornim ucincima (114). Unosom bakterijskih sojeva Clostridia,
poznatih po visokoj proizvodnji butirata (115), u GF miSa, povecala se
zastupljenost Treg stanica i protuupalnih citokina (116). Takoder, butirat potice i
izrazaj MUC2 gena koji kodira mucin, kao i gena nuznih za izgradnju Cvrstih
medustani¢nih spojeva (117). Upravo zbog toga, butirat je neophodan za
odrzavanje uredne gastrointestinalne barijere, dok bi njegov manjak vrlo lako
mogao doprinijeti prodoru bakterijskih sastavnica te aktivaciji GvHD-a. Navedeno
potkrjepljuju rezultati nedavne metabolomske studije koja je analizirala
potencijalnu ulogu SCFA tijekom GvHD-a (118). Koncentracija butirata, izmjerena
u crijevnom tkivu 7. dan nakon alo-TKMS-a, bila je znacajno sniZena, Sto se
vremenski podudaralo s ve¢om upalom i narusenom cjelovitoScu crijevne sluznice.
Obnovom butirata u crijevnim epitelnim stanicama zivotinjskih modela, doslo je do
ublazavanja GvHD-a, a sve uslijed jaCanja crijevne barijere. Time se potvrdila
uloga metabolita mikrobiote, kao ¢imbenika koji mogu umanijiti ozljedu crijeva i tako
ublaziti upalu u GvHD-u, §to se moze iskoristiti za osmisljavanje terapeutskih

intervencija temeljenih na primjeni bakterija koje proizvode butirat.

4.2.2. INFEKCIJE

Bolesnici koji se podvrgavaju lije€enju alo-TKMS-om pod utjecajem su brojnih
vanjskih i unutarnjih Cimbenika koji na razliCite naCine doprinose povecanju
osjetljivosti na infekcije. Primijenjena kemoterapija ko€i hematopoezu, ali i uklanja
veC postojece cirkulirajuce stanice, poput neutrofila, ¢ime izravno naruSava
funkcioniranje imunoloskog sustava te dovodi do imunodeficijencije, koju zatim
dodatno potice i imunosupresivna profilaksa GvHD-a. Drugi nacin kojim se
poveéava osjetljivost domacina na infekciju je disbiozom posredovano

naruSavanje simbiotskog odnosa izmedu domacina i crijevne mikrobiote, u kojemu
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se zastitna uloga mikrobiote, u kontekstu sprjeCavanja crijevnih i/ili sistemskih
infekcija, gubi. Ne samo da su obrambene mogucnosti domacina u borbi protiv
patogena svedene na minimum vec je i ,napad“ mikroorganizama znatno olak$an,
zahvaljujuéi ozljedi GIT-a koja patogenima omogucéuje jednostavan pristup
podsluzni¢nim slojevima stijenke crijeva i cirkulaciji. Sve zajedno tvori savrSenu
sredinu za razvoj infektivnih komplikacija. Sistemske bakterijske infekcije posebno
su Ceste u ranom posttransplantacijskom razdoblju u kojemu jo$ nije nastupio
odgovaraju¢i imunoloSki oporavak (119). Tijekom tog kriti€nog razdoblja,
karakteriziranog snazZznom neutropenijom, gotovo 20% bolesnika razvija
bakterijemiju (120) Ciji je identificirani izvor najéeS¢e GIT. Da je probavni sustav
Cesto porijeklo mikroorganizama izoliranih iz hemokulture potvrduju i Tamburini i
sur., koji su u 30 bolesnika tijekom posttransplantacijske bakterijemije
demonstrirali podudaranje bakterija (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae) u

krvi s onim crijevnim (121).

Jedan od glavnih predisponiraju¢ih ¢imbenika za razvoj bakterijemije je naruSena
ravnoteZza mikrobnog crijevnog ekosustava te pojava crijevne dominacije
patobionata, kao potpune suprotnosti onoj zdravoj, raznolikoj i Sarolikoj mikrobioti.
U longitudinalnom istraZivanju, koje je metagenomski analiziralo uzorke fecesa 94
bolesnika podvrgnutih alo-TKMS-u prije i poslije transplantacije, pronadena
dominacija bakterija Enterococcus spp., Streptococcus spp. i gram-negativnih
aeroba pojavila se istovremeno s bakterijemijom uzrokovanom istim tim
mikroorganizmima (84). Posebno je pronadena povezanost izmedu crijevne
dominacije VRE i VRE bakterijemije koja je u zna€ajnoj mjeri odgovorna za visok
mortalitet medu primateljima alo-TKMS-a (122). Zanimljivo je da utjecaj VRE
kolonizacije/dominacije na ishod i mortalitet lije€enja ovisi o tome je li ona nastupila
u pre- ili posttransplantacijskom razdoblju. Kolonizacija crijeva s VRE prije
transplantacije ne povezuje se s povec¢anim mortalitetom, ali svakako identificira
onu skupinu bolesnika s povisenim rizikom od VRE bakterijemije. Suprotno,
kolonizacija i bakterijemija nakon neutrofilnog oporavka, u odnosu na onu prije
zavrSene imunorekonstitucije, povec¢ava mortalitet (123). Ubeda i sur. otkrili su
povezanost izmedu rekolonizacije bakterija roda Barnesiella i uklanjanja VRE iz
crijeva misa, ¢ime su pruzili potencijalno novi pristup u sprje€avanju enterokokne

dominacije i posljedi€no njegove bakterijemije (124). Premda se ne zna to€an
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mehanizam kojim navedene bakterije sprjeCavaju kolonizaciju i umnazanje VRE,
poznata je uloga Porphyromonadaceae, obitelji kojoj pripada Barnesiella, u
sprjeCavanju infekcije uzrokovane sa Salmonella enterica serovar Typhimurium
(125). S obzirom na znacaj monokolonizacije rezistentnog enterokoka u ishodu
alo-TKMS-a, otkrice zastitne uloge Barnesiella potencijalno bi moglo doprinijeti
boljim rezultatima lijeCenja $to svakako unosi dozu optimizma u lije€enju

hematoloskih zloéudnih bolesti.

Kako je ve¢ navedeno u poglavlju ,Disbioza uzrokovana antibioticima®, za crijevnu
dominaciju te posljedicnu bakterijemiju neocekivano bi mogli biti zasluzni
antibiotici, koji uklanjanjem mutualisti¢kih bakterija uklanjaju i njihovu sposobnost
kontroliranja umnazanja patogena. Naime, bakterije koje su razvile mehanizme
rezistencije na antibiotike, poput VRE, normalno su vrlo slabo zastupljene na
sluznicama domacina, $to je rezultat inhibitornih sposobnosti komenzalne
mikrobiote. Tu sposobnost mikrobiota ostvaruje ulazeéi u interakciju, kako s
urodenom, tako i steCenom imunosti domacdina. Molekularni obrasci mikrobiote
aktiviraju PRR-ove i posljedi¢no transkripcijske faktore koji potiCu izrazaj gena
zasluznih za sintezu AMP-ova, a ne treba zanemariti niti slgA, €iju sintezu poti¢u
Treg stanice pod utjecajem crijevne mikrobiote i citokina tipi€nih za stanje eubioze.
Navedene sastavnice imunoloSkog sustava ograniCavaju zastupljenost
patobionata, dok zajedno s ostalim tolerogenim mehanizmima, opisanim u

poglavlju ,Imunomodulacija“, toleriraju korisne mikroorganizme.

Infekcija uzrokovana crijevnim patobiontom Clostridium difficile pojavljuje se u 15-
30% bolesnika tijekom alo-TKMS-a (126). Razlog tako velike pojavnosti lezi u
samom rezimu lijeCenja koji uklju€uje radioterapiju, kemoterapiju, imunosupresiju
i dugotrajnu hospitalizaciju, $to su ujedno i rizi€ni ¢imbenici za C.difficile infekciju
(127). Poznato je da je upravo sastav komenzalne crijevne mikrobiote odlucujudi
Cimbenik u odredivanju osjetljivosti domacina prema kolonizaciji crijeva s C.difficile
i razvoju infektivne bolesti. Primjerice, miSevi s mikrobiotom kojom dominiraju
bakterije obitelji Lachnospiraceae razvili su tek blagu bolest uzrokovanu C.difficile,
u odnosu na one miSeve s predominantno zastuplienom E.coli €ija je infekcija
zavrSila smrtnim ishodom (128). Rije€ je o razredu bakterija koji je uz

Actinomycetaceae bio najbrojniji ¢lan crijevne mikrobiote u osoba s pozitivnim
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ishodom lijeCenja s alo-TKMS-om (100). Smatra se da zastitnu ulogu u kolonizaciji
i infekciji C.difficile, Lachnospiraceae duguju bakteriji Clostridium scindens za koju
je istrazivanje pokazalo da posjeduje sposobnost kocenja rasta C.difficile in vitro
(129). Konkretno, odredene sekundarne Zucne kiseline koCe njen rast, a
C.scindens posjeduje 7a-hidroksisteroid dehidrogenazu, enzim kljuan za

biosintezu navedenih kiselina (130).

Navedeni primjeri naglasavaju vaznost oCuvane i raznolike crijevne mikrobiote u
sprieCavanju umnaZzanja, inaCe nisko zastupljenih, endogenih patobionata,
odnosno kolonizacije i posljediénog prodora egzogenih crijevnih patogena. No, to
nije jedini nacCin kojim eubiotiCna crijevna mikrobiota S&titi svog domacina od
infektivnin  komplikacija. Zahvaljujuéi svojoj ulozi u hematopoezi, crijevna
mikrobiota moze znatno doprinijeti imunoloSkom oporavku. To bi prvenstveno
podrazumijevalo brzi oporavak neutropenije Cime bi se skratilo razdoblje
imunorekonstitucije, a ujedno i rizik od razvoja infekcija. Poznato je da mikrobiota
oblikuje repertoar lokalnih imunoloskih stanica, ali njen utjecaj na funkciju
primarnih imunolo$kih organa, kao i na stvaranje, diferencijaciju i razvoj krvnih
stanica, predstavlja nesto noviji i relativno manje poznat koncept. Ulogu
komenzalnih bakterija u regulaciji hematopoeze potvrduju istraZivanja na
akseni¢nim miSevima Cije je stvaranje krvnih loza uglavhom poremecéeno. Jedno
od takvih istrazivanja pokazalo je da GF miSevi imaju izrazito oskudnu populaciju
Th4 limfocita u slezeni (131), inaCe vrlo bitne sastavnice specificne imunosti koja
ovisno o vrsti antigena usmjerava imunoreakciju prema stani¢nom ili humoralnom
odgovoru. Takoder, nakon unosa patogene bakterije Listeria monocytogenes,
akseni¢ni misevi, ili oni tretirani antibioticima, ne uspijevaju se izboriti sa
sistemskom infekcijom pa tako uglavhom nastupa smrtni ishod. Za GF miSeve
karakteristiCan je i smanjeni udio i diferencijacijski potencijal mijeloidnih
progenitornih  stanica, a tek nakon provedene rekolonizacije miSeva
konvencionalnom mikrobiotom dolazi do oporavka mijelopoeze i shodno tome
smanjene osjetljivosti prema patogenu (132). Mehanizmi kojima konvencionalna
mikrobiota poti¢e granulopoezu nisu potpuno razjasnjeni, ali smatra se da bitnu
ulogu igraju MAMP-ovi, budu¢i da su se na krvotvornim mati¢nim stanicama
pronasli njihovi receptori (PRR) (133). Uistinu, prijelaz peptidoglikana, iz crijeva u

koStanu srz misa, poboljSala je funkciju neutrofila (134). Odnos izmedu PRR
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liganda i hematopoeze uvelike ovisi o trajanju izloZenosti stani¢nih linija koStane
srzi sastavnicama mikroorganizama. Dok akutno povecana aktivacija PRR-a
djeluje poticajno na hematopoezu, kronicna izloZzenost, kakvu vidamo tijekom
disbioze u bolesnika tijekom alo-TKMS-a, ima mijelosupresivni ucinak (135).
Staffas i sur. proucavali su ulogu disbioze u oporavku hematopoeze tijekom
posttransplantacijskog razdoblja (136). U odnosu na miSa s oCuvanom, u onom s
postantibiotski naruSenom mikrobiotom zabiljezen je smanjen broj limfocita i
neutrofila te posljedicno smanjena sposobnost uklanjanja patogena nakon
alotransplantacije. S pojavom limfopenije, primijeéena je i smanjena apsorpcija
hranjivih tvari, a tek se kalorijskom nadoknadom limfopoeza miSa oporavila,
sugeriraju¢i  vaznost  energijskog unosa u imunorekonstituciji i
posttransplantacijskom oporavku. Zdrava crijevna mikrobiota nuzna je za uredan
energijski unos, a doprinos tome ostvaruje putem razgradnje sloZenih
ugljikohidrata na jednostavne Secere €ime se olakSava njihova apsorpcija ili putem

uCinaka na funkcionalne te apsorptivne karakteristika crijeva (136).

Dakle, neovisno o toénom mehanizmu kojim crijevna mikrobiota utjeCe na
hematopoezu i imunoloski oporavak, njen oporavak bi potencijalno mogao ubrzati
oporavak hematopoeze i tako skratiti ono rano posttransplantacijsko razdoblje koje

je ujedno i najrizinije za nastanak po zZivot opasnih infekcija.

4.2.3. PLUCNE KOMPLIKACIJE

Pluéne komplikacije, poput akutne ozljede pluc¢a i akutnog respiratornog distres
sindroma povezanog sa sepsom, nisu rijedak uzrok morbiditeta i mortaliteta nakon
alo-TKMS-a (137). Buduéi da je vec istrazivana povezanost disbioze crijevne
mikrobiote i pluénih manifestacija niza bolesti, kao §to su cisti¢na fibroza (138) ili
alergija gornjih diSnih puteva (139), a uz to su dokazane i znatne promjene unutar
crijevne mikrobiote tijekom alo-TKMS-a, logi¢no bi bilo posumnjati kako bi nastala
disbioza mogla biti upletena i u razvoju pluénih komplikacija tigkom i nakon
transplantacije. Hariss i kolege osmislili su istraZivanje u kojemu je uoCena
povezanost izmedu disbioze, karakterizirane smanjenom raznoliko$¢u crijevne
mikrobiote i dominacijom razreda Gammaproteobacteria iz koljena Proteobacteria,

s plucnim komplikacijama u ranom posttransplantacijskom razdoblju (140).
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Takoder, poviSena zastupljenost Gammaproteobacteria, kao i same pluéne
komplikacije, identificirani su kao neovisni prediktori mortaliteta nakon
transplantacije. Koljeno Proteobacteria sadrzava veliki broj gram-negativnih
bakterija od kojih se barem nekolicina, predvodena s K. pneumoniae i K. oxytoca,
svrstava u respiratorne patogene. Izravni mehanizmi kojima bi crijevna mikrobiota
mogla doprinijeti razvoju pluénih komplikacija podrazumijevaju prijelaz bakterijskih
sastavnica, ili njenih metabolita, iz lumena crijeva u pluéni parenhim, a neizravni
uklju€uju utjecaj na sistemski ili lokalni upalni odgovor. Ovo otkri¢e pruZilo je novu
perspektivu u kojoj sastav crijevne mikrobiote dobiva dijagnosticku dimenziju te

potencijalno moze posluziti kao prediktivni alat za razvoj plu¢nih komplikacija.

4.2.4. RELAPS

Uz GvHD i posttransplantacijske infekcije, vodeéi uzrok smrti bolesnika nakon alo-
TKMS-a je relaps zlo¢udne bolesti. Rizi¢ni ¢imbenici za relaps mogu se grupirati u
dvije skupine: oni povezani s lije€enjem, odnosno s osnovnom boleS¢u (141).
Intenzitet pretransplantacijskog kondicioniranja, izvor krvotvornih mati¢nih stanica,
nepodudarnost alela HLA-DPB1, somatske mutacije gena i GvHD samo su neki
od njih (142).

Uz mnos$tvo bliskih interakcija sa susjednom crijevnom sluznicom i njenim
sastavnicama, crijevna mikrobiota ostvaruje i niz, najéeS¢e imunomodulacijskih,
ucinaka koji sezu izvan GIT-a. Nedavna istrazivanja potvrdila su da neki od tih
ucinaka sudjeluju u oblikovanju imunoloSkog odgovora na antitumorsku terapiju.
Ono moZe biti posredovano metabolickom ili imunomodulacijskom ulogom
mikrobiote. U prvom slu€aju, svojim sudjelovanjem u metabolizmu odredenog
kemoterapeutika, mikrobiota djeluje i na njegovu farmakokinetiku te mijenja
toksi¢nost lijeka, Cime moze pojacati ili smanijiti antitumorsko djelovanje citostatika
(143). Osim djelovanja na farmakokinetiku lijeka, mikrobiota oblikuje i njegovu
farmakodinamiku. Primjerice, aksenicni ili antibioticima tretirani miSevi posjedovali
su smanjen broj Th17 stanica te slabiji odgovor na ciklofosfamid, $to sugerira da
je antitumorsko djelovanje lijeka posredovano crijevnom mikrobiotom (144).
Ciklofosfamid svoj antitumorski ucinak jednim dijelom ostvaruje poticanjem

domacinovih izvrSnih mehanizama imunoloskog sustava, poput novacenja Th17 i
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Thl stanica, Ciju aktivaciju omogucuje prijelaz bakterija iz lumena crijeva u
sekundarne limfne organe. Takoder, mikrobiota moze utjecati na mikrookolis
tumora mijenjajuci razinu citokina i posljedi¢no stupanj nekroze tumorskih stanica
(145). Tumori miSeva s antibioticima potaknutom disbiozom pokazali su znacajno
slabiji odgovor na imunoterapiju CpG-oligonukleotida Sto se pripisalo nepovoljnim
mikrookoliSem tumora s niskom zastupljenoS¢u citokina te reaktivnih kisikovih
spojeva. Oba istrazivanja pokazala su vaznost oCuvane mikrobiote u ostvarivanju

antitumorskih imunoloSkih odgovora.

S obzirom na postojanje komunikacije crijevne mikrobiote sa sistemskim
imunoloSkim sustavom, kao i utjecajem na aloreaktivnost u sklopu GvHD-a,
prirodno je za oCekivati da bi mikrobiota mogla utjecati i na GvL ucinak i posljedi¢no
posttransplantacijski relaps. Kako bi ispitali povezanosti izmedu mikrobiote i
relapsa, odnosno napredovanja osnovne bolesti, Peled i sur. osmislili su
retrospektivno istraZivanje s kohortom od 541 bolesnika u kojoj su 2 godine nakon
alo-TKMS-a pratili ishod lijeCenja u ovisnosti sa strukturom mikrobiote
analiziranom iz uzoraka stolica prikupljenih od 0. do 21. dana lijeCenja (142).
Istrazivanje je rezultiralo identifikacijom skupine bakterija koje se povezuju s
manjim rizikom od relapsa/napredovanja bolesti. One su predominantno bile
zastupljene u primatelja transplantata obogacenih imunokompetentnim limfocitima
T (u odnosu na primatelje presatka s manjkom T stanica), zbog ¢ega bi mogle
posluziti kao bakterijski biomarker GvL-a. ZabiljeZzena skupina bakterija bila je
predvodena s Eubacterium limosum, uobi€ajenim ¢lanom anaerobne komenzalne
mikrobiote, Ciji su ucinci poznati u kontekstu protuupalnog djelovanja na
eksperimentalni model kolitisa (146), ali izravne mehanizme kojima E.limosum

utjeCe na alo-TKMS jo$ preostaje istraziti.

UnatoC€ nedostatku podataka o uzro¢no-posljedicnom odnosu odredenih Clanova
crijevne mikrobiote i relapsa osnovne bolesti, ve¢ i ovo otkri¢e bi se moglo iskoristiti
kao potencijalni dijagnosticki biomarker ili jo§ vaznije, kao potencijalna terapeutska
strategija (147).
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5. MODIFIKACIJA MIKROBIOTE NAKON ALO-TKMS-a

Pojava sve veceg broja metabolomskih i metagenomskih istraZivanja rasvijetlila je
ulogu crijevne mikrobiote u razvoju niza komplikacija koje se javljaju tijekom alo-
TKMS-a, a uz to znatno utjeCu i na povecavanje morbiditeta i mortaliteta. Shodno
tome, pojavila se potreba za traganjem ucinkovitih, ali istovremeno i sigurnih
terapeutskih pristupa, kojima bi se modificirao sastav mikrobiote te tako oporavila
znatno naruSena ravnoteza crijevne mikrobiote kakva se vida u bolesnika lije€enih
s alo-TKMS-om. Buduci da je smanjena raznolikost mikrobiote identificirana kao
neovisni prediktor mortaliteta nakon alo-TKMS-a, osmisljavaju se preventivne ili
terapeutske metode temeljene na manipuliranju mikrobiote s ciliem poboljSanja
ishoda lije€enja i smanjenja smrtnosti. Pozitivni rezultati navedenih postupaka u
zdravih osoba ili onih s razli¢itim gastrointestinalnim bolestima dodatno su
potaknuli razmisljanja o primjeni istih u posttransplantiranih pojedinaca. Metode
kojima se oblikuje mikrobiota obuhvacaju primjenu antibiotika, probiotika,
prebiotika te postbiotika (148).

5.1. ANTIBIOTICI

S obzirom na to da su bolesnici u posttransplantacijskom razdoblju visoko osjetljivi
na infekcije, primjena antibiotika svakako je neizbjezna. Ipak, korisni ucinci njihove
primjene ograni¢eni su uklanjanjem korisnih mikroorganizama kao i rastuéim
trendom stvaranja antibiotske rezistencije. Navedeno bi se moglo izbje¢i odabirom
antibiotika s uzim spektrom djelovanja, koji bi postedjeli obligatne anaerobne
bakterije s protuupalnim u€incima, ili minimiziranjem trajanja primjene antibiotika,
C¢ime bi se potencijalno sprijecio rast bakterija poput A. muciniphila koja Steti
domacinu tako $to razgraduje njegovu mucinsku ovojnicu i olak$ava prijelaz LPS-
a i ostalih liganda bitnih za pokretanje upalnog odgovora GvHD-a (147). Vaznost
suzavanja spektra djelovanja potvrduje i istraZivanje koje je zabiljezilo povezanost
izmedu primjene imipenem-cilastatina i piperacilin-tazobaktama, kao predstavnika
antibiotika Sirokog spektra, s pove¢anim mortalitetom vezanim uz GvHD. S druge
strane, nikakva slicna povezanost s navedenim ishodom nije pronadena pri
primjeni antibiotika s uzim spektrom djelovanja poput cefepima ili aztreonama
(149).
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Danas se traga za antibioticima koji ¢e odrzavati raznolikost crijevne mikrobiote,
ne dovodeci do njene disbioze i komplikacija istih, a istovremeno nece povecavati
osjetljivost prema infekcijama. Jedan od takvih je rifaximin, antibiotik Ciji je
djelotvoran ucinak u bolesnika s upalnom bolesti crijeva potvrden u nekoliko
istrazivanja (150). U bolesnika lijeCenih rifaximinom, u odnosu na one lijeCene
kombinacijom ciprofloksacina i metronidazola, pronadene su znatno viSe razine 3-
IS-a, metabolita Cije su vrijednosti proporcionalne s bioraznoliko§¢u mikrobiote, te
smanjena dominacija enterokoka tijekom i nakon alo-TKMS-a, Sto pokazuje
njegovu vaznu ulogu u o€uvanju raznovrsne mikrobiote. Takoder, u istih bolesnika
registriran je i smanjen mortalitet vezan uz transplantaciju kao i povecano
sveukupno prezivljenje (151). Primjenom rifaximina povecala se Cak i
zastupljenost bakterija, poput F.prausnitzii, iz reda Clostridiales koji se povezuje
sa smanjenim mortalitetom of GvHD-a (152).

5.2. PREBIOTICI

Primjena prebiotika podrazumijeva unos potpuno ili djelomi€no neprobavljivih
ugljikohidrata, uglavnom oligosaharida, koji sluze kao supstrati metabolickih
procesa komenzalne mikrobiote u kojima kao rezultat nastaju SCFA. Navedene
kiseline znatno doprinose zdravlju domacina, a u kontekstu alo-TKMS-a posebno
je znacgajan njihov doprinos u poticanju lu¢enja protuupalnih citokina, odrZzavanju
cjelovitosti crijevne sluznice te imunosupresiji. Inulini, arabinoksilani i
oligofruktoza, prebiotici su &iji su u€inci na crijevnu mikrobiotu i posljedicno na
zdravlje Covjeka najCesce ispitivani (153). No potrebno je napomenuti da je velika
vecina Kklini¢kih istrazivanja obuhvac¢ala samo zdrave dobrovoljce, dok je do danas
tek jedno retrospektivno istrazivanje, ono lyame i sur. ispitalo djelotvornost i
sigurnost prebiotika u bolesnika podvrgnutih alo-TKMS-u (154). Bolesnici koji su
primali enteralne pripravke obogacene glutaminom, vliaknima te oligofruktozom, u
odnosu na kontrolnu skupinu, prezentirali su se sa zna¢ajno smanjenim brojem
dana umjerene te jake dijareje uz smanjen stupanj mukozitisa. Takoder,
zabiljezena je razlika u prezivljenju izmedu dviju skupina gdje je u onoj
intervencijskoj ono iznosilo 100% u odnosu na 77% medu bolesnicima u kojih je

primjena prebiotika izostala. Naravno, potrebno je osmisliti i provesti znatno veca
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prospektivna istrazivanja s ciljem dodatnog ispitivanja uloge i sigurnosti primjene
prebiotika tijekom alo-TKMS-a, a trenutno je u tijeku randomizirano klinicko
istrazivanije Ciji je cilj analizirati uCinke Skroba na ishod alo-TKMS-a, pod hipotezom
da je primjena Skroba krumpira sposobna povisiti razine butirata i posljedi¢no
smanijiti rizik od akutnog GvHD-a (155).

5.3. PROBIOTICI | TRANSPLANTACIJA FEKALNE MIKROBIOTE

Primjena probiotika, kao postupka kojim se mijenja sastav mikrobiote, poznata je
jo§ od davnina, a ista ukljuCuje izravan unos jednog ili viSe sojeva Zzivih
mikroorganizama s poznatim pozitivnim uc€incima po zdravle domacina.
Mehanizmi probiotika temelje se na obnovi crijevne mikrobiote bakterijama koje
¢e, svojim zastitnim i imunomodulacijskim ucincima, pruziti zastitu od endogenih
patobionata i egzogenih patogena, i pri tome stupanj upale u crijevima svesti na
minimum. Ve¢ je dokazana ucinkovitost probiotika u raznim upalnim i infektivnim
stanjima GIT-a, ukljuCuju¢i antibioticima potaknutu dijareju, infektivni

gastroenteritis, nekrotizirajuci enterokolitis te sindrom iritabilnog kolona (156).

Jedna od relativno novijih probiotskih metoda je terapija transplantacijom fekalne
mikrobiote (FMT). Za razliku od klasi¢ne oralne primjene probiotskih pripravaka,
koji uglavnom sadrzZe jedan soj bakterija, FMT podrazumijeva postupak kojim se
Citava mikrobiota porijeklom od zdravog davatelja, a sadrzana u tekuc¢em filtratu
stolice, prenosi u gastrointestinalni sustav primatelja. Unos uzorka fecesa moguc
je rektalno, putem kolonoskopskog katetera ili oralno, odnosno nazalno putem
razli€itih endoskopskih sondi (157). Do danas, primjena FMT-a najiscrpnije je
istrazena u lije€enju refraktorne infekcije povezane s Clostridium difficile, bolesti
Cija se patogeneza odvija na podlozi disbioze crijevne mikrobiote, uzrokovane
prekomjernom uporabom antibiotika Sirokog spektra. Budu¢i da se u takvim
sluCajevima FMT pokazao kao uspjeSna i sigurna intervencija (158), pocela se
razmatrati primjena i u drugim bolestima €iji nastanak posreduje crijevna disbioza.
Kako su bolesnici lije€eni s alo-TKMS-om identificirani kao populacija s vjerojatno
najdramati¢nijim poremecajima crijevne mikrobiote, a ujedno i s visokom
pojavnos¢éu C. difficile infekcija, FMT za njih svakako predstavlja potencijalno

ucinkovit terapeutski pristup. UnatoC tome, postoji opravdani strah od Sire primjene

40



FMT-a u navedenoj populaciji, uglavnhom uslijed manjka istrazivanja s visokom
razinom dokaza o njenoj sigurnosti. Strahu pridonose i primijeCene nezeljene
posljedice primjene FMT-a u bolesnika s upalnom bolesti crijeva, koje su se
oCitovale bakterijemijom ili pogorSanjem osnovne bolesti (159). Imajuéi na umu
izrazenu imunodeficijenciju te gastrointestinalnu ozljedu, kao jasnih rizi¢nih
Cimbenika za nastanak bakterijemije, u bolesnika tijekom alo-TKMS-a, jasno je da
Sira primjena FMT-a u toj populaciji jos nije zazivjela. Ipak, rastuci je broj prikaza
slucajeva (160-162) koji su zabiljezili u€inkovitost i sigurnost primjene FMT-a u
posttransplantacijskom razdoblju bolesnika optere¢enih boleS¢u povezanom s
C.difficile. Nadalje, nedavno klini¢ko istrazivanje opisalo je lijeCenje steroid-
rezistentnog GvHD-a FMT-om, uz potpuni ili djelomi¢ni oporavak, i to bez
znacajnijin Stetnih dogadaja (163). Navedeni rezultati ukazuju na potrebu za
daljnjim istrazivanjima s cillem traganja za minimiziranjem Stetnosti, a
zadrzavanjem ucinkovitosti ovog potencijalno novog terapijskog pristupa. Jasan
uvid u sastav fekalne mikrobiote davatelja od posebne je vazZnosti za
imunokompromitirane pacijente, buduéi da prisutnost ponekog patobionta
predstavlja veliki rizik za bakterijemiju, odnosno sepsu. Pitanje optimalnog
davatelja fekalne mikrobiote takoder ostaje neodgovoreno, a rasprava se vodi
izmedu davatelja krvotvornih mati¢nih stanica, drugih zdravih dobrovoljaca i
srodnika. Moguca opcija bila bi i autologna FMT u kojoj bi davatelj i primatelj bile
iste osobe, a uzorak stolice bolesnika bi se prikupljao prije po€etka lije€enja, dok
jo$ ne nastupi disbioza crijevne mikrobiote. lako postoje jos brojna neodgovorena
pitanja vezana uz FMT, a posebno uz njenu sigurnost za imunosuprimirane osobe
te dugorocne ucinke lijeCenja na sveukupno prezivljenje bolesnika nakon alo-
TKMS-a, mijenjanje mikrobiote kroz transplantaciju fekalnih uzoraka moglo bi
zamijeniti dosada$nje zlatne standarde, s ograniCenom ucinkovitosti i nizom
nezeljenih posljedica (antibiotike i steroide), u lije€enju posttransplantacijskih

komplikacija.

Probiotska strategija s jos sigurnijim i u€inkovitijim djelovanjem u odnosu na FMT
bila bi primjena sintetski dizajnirane mikrobiote koja bi obuhvacala isklju¢ivo one
bakterije s dokazanim pozitivnim ugincima na zdravlje domacina. Clanovi takve
mikrobiote svakako bi bile bakterije koje proizvode butirat, poput Faecalibacterium

prausnitzii Cija je primjena smanijila stupanj upalnog kolitisa u zivotinjskom modelu
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(164), ili Eubacterium limosum, bakterije koja se povezuje sa smanjenim rizikom
od relapsa ili napredovanja bolesti. JoS iscrpnijim metagenomskim studijama, s
ciliem otkrivanja uloga i ostalih ¢lanova crijevne mikrobiote, u buducnosti bi se
mogla dizajnirati specificna mikrobiota za svaku patologiju vezanu uz njenu
disbiozu, ¢ime bi se pruzio optimalan terapijski odgovor i na individualiziran nacin

pristupilo svakom bolesniku.

5.4. POSTBIOTICI

Pronalaskom uloge metaboloma u zdravlju i bolesti, svoje mjesto u postupcima
oblikovanja mikrobiote nasli su i postbiotici. Ova metoda podrazumijeva izravnu
primjenu  metaboliCkih  proizvoda mikrobiote, izuzimaju¢i unos Zivih
mikroorganizama. Upravo zbog te sterilnosti, postbiotske metode predstavljaju
znatno sigurniji pristup tijekom i nakon alo-TKMS-a, ne predstavljajuci rizik od
bakterijemija. UcCinkovitost takve metode potvrduje istraZivanje u kojemu se
analizirao ucinak sterilnih fekalnih filtrata na ponavljajuce infekcije C.difficile (165).
Primjenom sterilnih fekalnih filtrata, s razli¢itim metaboliCkim proizvodima
mikrobiote, nestali su simptomi infekcije svih 5 bolesnika u razdoblju od minimalno
6 mjeseci. Medu svim metabolitima mikrobiote najviSe se izdvajaju SCFA, a
posebice acetat, propionat i butirat. U kontekstu alo-TKMS-a, Fujiwara i sur.
pokazali su da primjena butirata i propionata smanjuje GvHD u misa i to putem
aktivacije receptora GPR43 (166). Niz klini¢kih istrazivanja potvrdilo je znacajan
pad u zastupljenosti SCFA—a tijekom GvHD-a (167), podrazumijevajuéi njihove
imunomodulacijske ucinke kojima pruzaju zastitu od razvoja upalnih bolesti. Veé
se na nekoliko mjesta u ovome radu spominje vaznost SCFA, ali ne treba
zanemariti niti AhR ligande, katabolicke proizvode triptofana koje predominantno
stvaraju Lactobacillus spp. MiSevi s mutiranim receptorom AhR liganda ili oni s
nemogucnosc¢u stvaranja liganda pokazuju vecu osjetljivost prema infekcijama,
dok oni s urednom proizvodnjom pokazuju otpornost prema gram-negativnim
bakterijama i Candida spp. (168). Osim metabolita triptofana, i oni izvedeni iz
tirozina mogli bi imati ulogu u GvHD-u i uklopiti se u postbiotsku terapiju.
Pretklini¢ko istrazivanje (169) pokazuje manjak tirozina u miSeva s GvHD-om te
smanjen stupanj upale u onih u kojih je provedena nadoknada tirozina, Sto je

potvrdeno i jednim kliniCkim istrazivanjem (170).
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6. ZAKLJUCAK

Istrazivanja u podrucju metagenomike i metabolomike ljudskog GIT-a, kao
znanstvenima granama Ciji je cilj identificirati strukturu i funkciju crijevne mikrobiote
i njenih metabolita, unaprijedila su znanja o patogenezi i lijeCenju mnogih
dobrocudnih i zlo¢udnih bolesti Covjeka, a iznimka nisu ni hematoloske bolesti. To
se posebice odnosi na posttransplantacijske komplikacije u bolesnika koji se
podvrgavaju alo-TKMS-u, a u Cijem nastanku i pogorSanju mozZe sudjelovati
crijevna mikrobiota. Kao posljedica otkrivanja povezanosti izmedu
neuravnoteZzene mikrobiote crijeva i negativnog ishoda alo-TKMS-a, po€inju se
osmiSljavati i primjenjivati razli€iti postupci za modifikaciju crijevne mikrobiote,
poput FMT-a, kojima se mikrobiota vra¢a u svoje ravnotezno stanje. Bez obzira na
postojanje pozitivhe povezanosti izmedu disbioze i mortaliteta vezanog uz lijecenje
alo-TKMS-a, izravnu uzro¢no-posljedicnu vezu tek treba utvrditi. Takoder, rezultati
dosadasnjih klini¢kih istrazivanja trebali bi se potvrditi barem jo§ nekolicinom
prospektivnin randomiziranih studija, kako bi se utjecaj klimatskih ¢imbenika
razliCitih podneblja na promatrani ucinak isklju€io. Imaju¢i na umu veli€inu
mikrobioma GIT-a Covjeka, zasigurno postoje jo$ neidentificirani mikroorganizmi
sa svojim manje poznatim funkcijama, €ije ¢e otkrivanje u buducnosti dati jos jasniji
uvid u ulogu mikrobiote u alo-TKMS-u. Time ¢e se utvrditi stvarna vrijednost
crijevne mikrobiote u dijagnozi, prognozi i lije€enju oboljelih od hematoloskih

bolesti.
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9. ZIVOTOPIS

Rodena sam 25.09.1995. u Pozegi gdje sam zavrSila osnovnu te srednju Skolu
(gimnazija, matematicki smjer) s odli€nim uspjehom. Paralelno sam pohadala
osnovnu i srednju glazbenu Skolu (smjer klavir). Tijekom Skolovanja sudjelovala
sam na zupanijskim natjecanjima iz geografije, fizike i biologije. Medicinski fakultet
Sveucilista u Zagrebu upisala sam 2015. godine. 2021. godine aktivno sam
sudjelovala na studentskoj konferenciji Juvenes pro medicina, s prikazom slucaja
.Peptide receptor radionuclide therapy for the treatment of pancreatic
neuroendocrine tumor recurrence in patient who underwent liver transplantation®,
Ciji je saZetak objavljen u kongresnoj Book of abstracts. Iste godine sudjelovala
sam na konferenciji u Cracowu s e-posterom pod nazivom ,Spondylodiscitis as
complication of aortic valve endocarditis in patient with intracardiac device".

Aktivno govorim i piSem engleski jezik. Informati¢ki sam pismena.
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