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Sazetak

Crijevna mikrobiota kod djece s akutnim leukemijama

Vid Ujakovi¢

Akutne leukemije predstavljaju najées¢u djec¢ju malignost, a definiramo ih kao bolesti, koje
karakterizira zastoj sazrijevanja i diferencijacije uz nekontrolirano dijeljenje malignih stanica
limfocitnog ili mijeloidnog reda. Znajuc¢i da se 1 do 5% zivorodene djece rada s odredenim
mutacijama, koje predisponiraju za razvoj leukemije, a samo malen broj ovakve djece i oboli,
poceo se razmatrati utjecaj okolisnih ¢imbenika u two-hit modelima razvoja leukemija. Prva
teorija je bila tzv. ,hipoteza odgodene infekcije koja se temeljila na pretpostavci da bi
infekcije mogle predisponirati razvoju leukemija, uzev§i u obzir slicnu dob vrhunca
incidencije, u usporedbi s drugim bolestima uz koje vezemo izlaganje stranim antigenima,
poput alergija. V(D)J rekombinacija predstavlja glavnu postnatalnu genetsku modifikaciju B-
limfocita, no ipak pokazalo se da ona sama nije dovoljna za razvoj malignog klona, nego je
potrebna i odredena sklonost prema patoloskom upalnom odgovoru. Znajuéi da je imunoloski
trening B-limfocita usko povezan s crijevnom florom i da su svi ¢imbenici, koji utjeGu na
smanjenu raznolikost crijevne flore djeteta (carski rez, izostanak dojenja, socijalna izolacija i
antibiotici), povezani s povecanim rizikom od leukemija, smatra se da bi upravo crijevna
disbioza mogla biti sekundarni ¢imbenik u two-hit modelima. Prilikom izrade ovog rada, prvo
sam se osvrnuo na fizioloski razvoj crijevne mikrobiote djeteta i na to kako pojedini ¢imbenici
okolisa ometaju tok razvoja crijevne flore. Nakon toga, bavio sam se crijevnom florom u
trenutku postavljanja dijagnoze, a potom i interakcijom izmedu kemoterapijskih protokola,
antibiotika, razvoja GVHD-a i crijevne flore. Naposljetku, bavio sam se metodama modifikacije
flore poput FMT-a, pro-, pre- i postbiotika te racionalnog koristenja antibiotika.
Kljuéne rijec¢i: akutne leukemije, crijevna disbioza, okolis i patogeneza leukemija, crijevna

flora u lijecenju leukemija, metode modifikacije crijevne flore



Summary

Intestinal microbiota in children with acute leukemias

Vid Ujakovi¢

Acute leukemias represent the most common childhood malignancy. They are defined as
diseases characterized by arrested maturation and differentiation, accompanied by uncontrolled
proliferation of malignant cells of lymphocytic or myeloid origin. Recognizing that up to 5%
of newborns harbor mutations predisposing them to leukemia development and that only a
fraction of those develop leukemia, the influence of environment in two-hit models of leukemia
development has been contemplated. The initial theory, the "delayed infection hypothesis,"
proposed that infections predispose to leukemia development. This theory considered a shared
age peak of incidence with other diseases linked to exposure to foreign antigens, such as
allergies. While the V(D)J recombination represents a major postnatal genetic modification of
B lymphocytes, it is thought that this process alone is insufficient for the development of the
malignant clone. Rather, a predisposition to a pathological inflammatory response is required.
Understanding the association between the immune training of B lymphocytes and the gut flora,
and considering factors diminishing the diversity of gut flora (e.g., cesarean delivery, lack of
breastfeeding, social isolation and antibiotics), it has been proposed that gut dysbiosis might be
a secondary factor in two-hit models. This paper delves into the development of the gut flora
and explores how specific factors disrupt this process. Subsequently, it addresses gut dysbiosis
at the time of diagnosis, followed by an insight into the interplay between chemotherapy,
antibiotics, GVHD and gut flora. Finally, it examines methods of modifying gut flora, such as

FMT, pro-, pre- and postbiotics, as well as the rational use of antibiotics.

Key words: acute leukemias, gut dysbiosis, environment and leukemia development, gut flora

in leukemia treatment, methods of gut flora modification



1. Uvod

1.1. Leukemije

Leukemije su bolesti koje karakterizira zastoj sazrijevanja i diferencijacije stanica uz
nekontrolirano dijeljenje i bujanje malignih stanica limfocitnog ili mijeloidnog reda. Leukemije
predstavljaju naj¢eScu djecju malignost, sudjeluju¢i u ukupnom broju s udjelom od 30%. U
djece do 15 godina Zivota 97% leukemija su akutne, a 3% kroni¢ne. U djece nalazimo 3 glavna
tipa leukemija: akutna limfoblasticna leukemija (ALL), akutna mijeloi¢na leukemija (AML) 1
kroni¢na mijeloi¢na leukemija (CML). ALL je naj¢esc¢i podtip, javlja se u 80% slucajeva, AML
se javlja u 15% slu¢ajeva, dok je CML najrjedi. Kroni¢ne limfocitne leukemije nema u djecjoj
dobi.(1) Unutar AML-a i ALL-a postoje brojni podtipovi obzirom na morfologiju,
imunofenotip i gensku ekspresiju koji znacajno utje¢u na bioloSke karakteristike leukemije,
klinicku prezentaciju, metode lijeCenja i na samu prognozu. DanaSnja suvremena terapija
akutnih leukemija je individualna i prilagodena riziku pacijenta, $to je dovelo do znacajnog
pomaka u prezivljenju. Ipak, relapsi bolesti, komplikacije koje se javljaju uslijed samog
lije¢enja, uslijed imunosupresije, te komplikacije koje se javljaju i godinama nakon kao trajna
posljedica uc¢inaka novih ciljanih i imunoterapijskih metoda i1 dalje predstavljaju znacajan

izazov u dijagnostici i terapijskom pristupu.(2)

1.2. Akutna limfoblasti¢na leukemija

Akutna limfoblasti¢na leukemija je maligna proliferacija limfaticnih stanica u ranom stadiju
diferencijacije koja moze zahvatiti krv, kostanu srz i ekstramedularna sijela. Incidencija bolesti
je 2018. godine u SAD-u iznosila 1,57 na 100 000, a te godine je registrirano 5960
novooboljelih i 1470 smrti. Dobno-specifi¢na incidencija najveca je u dobi od 1-4 godine nakon

cega naglo pada kroz djetinjstvo i adolescenciju te doseZze najnizu razinu izmedu 25-45



godina.(3) Omjer oboljelih muskaraca i Zena iznosi 1,2:1 , a 60% svih slucajeva pojavljuje se u

osoba mladih od 20 godina.(4)

ALL se uglavnom pojavljuje de novo, kod zdravih individua, iako postoje odredeni okolisni
faktori i genske sklonosti koji utje¢u na pojavu bolesti. Brojne epidemioloske studije pokazale
su da leukemija moze biti inicirana ve¢ in utero, §to je dokazano na primjeru jednojajéanih
blizanaca s akutnim leukemijama.(5) Stoga, izloZenost odredenim faktorima rizika tijekom
trudnoce 1 djetinjstva moze biti povezana s povecanim rizikom za razvoj leukemije. U prvom
redu tu spadaju izlozenost ionizirajuem zracenju, pesticidima i infekcijama in utero i u ranom
djetinjstvu. Sto se ti¢e genetskih faktora rizika, mozemo ih podijeliti na sindromske i na
rekuriraju¢e kromosomske alteracije. ALL je povezan s odredenim sindromima poput sindroma
Down, Fanconijeve anemije i sindroma Ataksije-teleangiektazije. Kromosomske alteracije
koje nalazimo u B-imunofenotipu ALL-a mozemo podijeliti na ¢e$¢e s boljom prognozom
poput visoke hiperploidije (>5 dodatnih kromosoma, javlja se u 25% djece), ETV6-RUNX1
fuzije uz translokaciju t(12;21) (javlja se u 30% djece) i na one rjede sa loSijom prognozom
poput hipoploidije i KMT2A/MLL preslagivanja (1% djece) te BCR-ABL1 Philadelphia
kromosoma (10% djece). U T-imunofenotipu ALL-a nalazimo mutacije p16 i p14 gena na
CDKNZ2A lokusu koji sudjeluju u NOTCH signalnom putu (70% djece) te mutacije gena koji

kodiraju za podjedinice TCR (50% djece).(6)

Pacijenti u pedijatrijskoj populaciji se najées¢e prezentiraju infiltrativnim (hepatomegalija,
splenomegalija), hematoloSkim (modrice, sklonost krvarenju iz sluznica), infektivnim
(vru¢ica), lokomotornim (bol u miSi¢ima i kostima udova) te op¢im simptomima (umor,

malaksalost, anoreksija i gubitak tezine).(7)

Dijagnoza ALL-a se postavlja kad je citomorfoloSkom analizom aspirata kosStana srzi utvrdena
prisutnost vise od 25% malignih blasta, a temelji se na smjernicama WHO iz 2016. koja dijeli

podtipove ALL-a s obzirom na morfologiju, imunofenotip te citogenetiku i genetiku stanica.
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Morfoloska analiza limfocita moZe potvrditi prisutnost u perifernoj krvi ili invaziju kostane srzi
dok je imunofenotipizacija zlatni standard dijagnostike, ona nam omogucéuje da utvrdimo
ishodi$nu lozu u svrhu klasifikacije, $to je bitno za prognozu i terapiju, te nam takoder pomaze
u potrazi za minimalnom rezidualnom bolesc¢u nakon lijeenja.(6) Najcesce se radi 0 common
imunofenotipu gdje dolazi do zastoja u razvoju na razini ,,pre B* limfocita, a ovaj imunofenotip
je karakteriziran CD10 biljegom, dobrom prognozom i javlja se u 80-85% slucajeva. U 10-15%
slucajeva radi se o T-imunofenotipu koji karakterizira losija prognoza i tipicna klinicka slika
djecaka u pubertetu s pove¢anim medijastinalnim limfnim ¢vorovima 1 hiperleukocitozom. Oko
1% slucajeva ¢ini ,,zreli B imunofenotip izrazito loSe prognoze.(1) Svakom bolesniku bi
trebalo napraviti konvencionalnu citogenetiku, odnosno kariogram, uz nadopunu FISH-om ili
RT-PCR-om. Konvencionalnom citogenetikom prona¢i ¢emo kromosomske alteracije, a FISH-
om i RT-PCR-om prognosticki znacajne translokacije. Upotreba proto¢ne citometrije i NGS-a

predstavlja nove dijagnosticke pravce u dijagnostici ALL-a. (8)

Povoljne prognosti¢ke faktore dijelimo na one od strane bolesnika (mlada dob, zenski spol,
bijela ili Zuta rasa), od strane same bolesti (bez zahva¢anja SZS-a i manje od 50x10° leukocita
pri dijagnozi, B imunofenotip, hiperploidija i povoljne translokacije) te na faktore od strane

odgovora na terapiju (MRD postignuta ve¢ pri indukciji terapije). (6)

Standardna terapija ALL-a se obavlja u 4 faze: indukcija, konsolidacija, intenzifikacija te
dugotrajna terapija odrzavanja. Alogeni HSCT koristi se kod bolesnika visokog rizika, relapsa
bolesti ili bolesnika s perzistentnom MRD. Ovim terapijskim rezimom postignuto je 5-godi$nje
prezivljenje od 90% u djece, dok je kod odraslih znac¢ajno manje. Cilj indukcije je posti¢i
remisiju i uspostaviti fizioloSku hematopoezu. U tu svrhu Kkoriste se kombinacija
glukokortikoida (prednizon ili deksametazon) te vinkristina, L-asparaginaze i antraciklina
(daunorubicin ili doksorubicin). Tijekom konsolidacijske faze cilj je sprijeciti povrat bolesti

koriste¢i kratke intervale davanja kemoterapije svaka 2 tjedna tijekom 12 tjedana. Koriste se
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visoke doze metotreksata (>500 mg/m?, uz nadomjestak folata), asparaginaza, glukokortikoidi,
vinkristin i merkaptopurin. Nakon toga slijedi intenzifikacija, koja se naziva jo$ i reindukcijska
terapija, pri cemu se koriste isti lijekovi kao i tijekom prve faze lijeCenja. Zavrs$na faza je faza
odrZavanja kada se terapija sastoji od merkaptopurina na dnevnoj bazi i metotreksata na tjednoj
bazi. Terapija ukupno traje 2 godine, a dulje trajanje nije pokazalo znaCajne benefite u
prezivljenju. U terapiji se takoder koristi 1 intratekalni metotreksat u svrhu profilakse Sirenja
leukemije u SZS. Ostale novije metode lije¢enja uklju¢uju monoklonalna protutijela
(rituksimab (anti-CD20) i blinatumomab (anti-C19)), CAR-T stanice i inhibitore tirozinskih

kinaza (imatinib i dasatinib kod BCR-ABL fuzije uz t(9;22) ). (6)
1.3. Akutna mijeloi¢na leukemija

Akutna mijeloi¢na leukemija je rijetka i vrlo heterogena bolest ¢ija incidencija globalno iznosi
7 na milijun osoba. U razvijenom svijetu napretkom terapije danas prezivljenje u djece dostize
i do 70%. Oko 95% slucajeva AML-a javlja se de novo, dok se u oko 1% slucajeva radi o
sekundarnom/MDS-related AML-u, a u 70-80% slucajeva nalazimo abnormalan kariotip
malignih stanica, $to naglaSava vaznost citogeneti¢ke analize. (8) U Hrvatskoj godiSnje oboli
4-6 djece. Osim toga vazno je naglasiti povezanost sa sindromom Down, naime djeca oboljela
od navedenog sindroma imaju 14 puta veci rizika od razvoja AML-a te Cesto nakon rodenja
imaju tzv. ,,prolazni mijeloproliferativni sindrom* koji se ne smije zamijeniti za leukemiju. U
svakom slucaju, ovakvu djecu treba pratiti jer imaju nezanemariv rizik od oko 25% za kasniji

razvoj bolesti. (1)

Klinicka slika AML-a gotovo je istovjetna ALL-u, ali vazno je naglasiti da se pojedini podtipovi
mogu prezentirati specificnim klini¢kim obiljezljima. AML se, u odnosu na ALL, ceSce
prezentira hiperleukocitozom. Akutna monocitna leukemija moze se prezentirati infiltratima na
gingivama i u potkozju te bolovima u udovima, dok se akutna promijelocitna leukemija veze

uz ucestaliju pojavu diseminirane intravaskularne koagulacije.(1) Posebni entitet predstavlja
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neonatalna AML, koja ¢ini manje od 1% slu¢ajeva, a moze se prezentirati
hepatosplenomegalijom, zuticom, ascitesom, hepatalnom insuficijencijom, koja moze dovesti
do smrti neovisno o primarnoj bolesti, te pleuralnim izljevom. U 50% neonatalnih slucajeva
zahvaéen je i SZS §to se prezentira znakova poveéanog intrakranijalnog tlaka poput
papiledema, izbocene fontanele i retinalnih krvarenja, a nisu rijetki niti poremecaji stanja
svijesti. Mogu se pojaviti i koZzne lezije, odnosno tzv. leukemia cutis, u obliku raznobojnih
¢vorica, a prisutni su u 2/3 slu€ajeva Cak 1 kada nisu zahvacene niti koStana srz niti periferna

krv. (7,9)

Dijagnoza se kao i kod ALL-a postavlja kada u aspiratu koStane srzi nalazimo vise od 20%
malignih blasta. Daljnja dijagnostika aspirata obuhvac¢a imunofenotipizaciju, kariotipizaciju te
FISH i1 molekularne geneticke testove radi detekcije translokacija. Prognosti¢ki povoljne
geneticke promjene su t(15;17) (PML-RARA) koja karakterizira akutnu promijelocitnu
leukemiju, t(8;21) koja karakterizira AML sa znakovima sazrijevanja te delecija ili inverzija
kromosoma 16. Nepovoljne promjene su delecije kromosoma 5 ili 7, promjene na 11923,
kompleksne promjene s vise od tri translokacije i t(9;22). (1) Lumbalna punkcija se kod djece
obavezno radi, osim u slu¢aju akutne promijelocitne leukemije radi rizika od DIK-a ili kod
drugih kontraindikacija. Zahvaéenost SZS-a definiramo kao >5x10°/L leukocita u likvoru uz

prisutnost malignih blasta i isklju¢enje traumatske punkcije.(8)

Terapija se znac¢ajno razlikuje od terapije ALL-a te traje oko 18 mjeseci nakon cega se pacijenti
nastavljaju intenzivno pratiti. Koriste se brojni kemoterapijski protokoli uglavnom na bazi
citozin-arabinozida uz dodatak inhibitora topoizomeraze (etopozid) i antraciklina (dauno-
/doksorubicina) u visokim dozama i na tjednoj bazi, nakon ¢ega bolesnici upadnu u razdoblje
duboke imunosupresije koje sa sobom donosi i znac¢ajan rizik od infekcije. Noviji terapijski
rezimi ukljucuju liposomalne antracikline, inhibitore tirozinskih kinaza (npr. Sorafenib ili

gilterinib kod FLT3-ITD translokacije koja se javlja u oko 15% pedijatrijskih slucajeva) te
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upotrebu monoklonalnih protutijela poput gemtuzumab ozogamicina (anti-CD33). HSCT je

rezerviran za slucajeve visokog rizika i za relapse bolesti. (1,10)

1.4. Osnovni pojmovi vezani uz analizu sastava mikrobiote

Ljudsku mikrobiotu najlak$e i najpreciznije je definirati kao ,,sve mikroorganizme koji zive na
tijelu 1 unutar tijela®.(11) Mikrobiota se pokazala kao izrazito znacajna komponenta naseg
organizma, kako u zdravlju tako i u bolesti, a njen vazan fizioloski i patofizioloSki uc¢inak
proizlazi iz dva osnovna mehanizma — interakcije s imunosnim sustavom domacina te odsustva
ili prisutnosti odredenih metabolickih sposobnosti koje nisu sposobni izvesti enzimi za koje
kodira sam genom domacina. Termin mikrobiom odnosi se, u skladu s terminom ,,biom®, na
sve zive, ali 1 nezive dijelove organizma, odnosno u ovom slu¢aju obuhvaca sve
mikroorganizme, njihove genome, genom domacina 1 okoli§ne uvjete. Znacajni su jo$ 1 noviji
pojmovi ,,metagenomika‘ (svi geni pristuni u organizmu, ukljucujuci i gene mikroorganizama),
,metatranskriptomika“ (sve mRNA domacina 1 mikroorganizama koje pronademo analizom
cDNA) te ,,metaproteomika® i ,,metabolomika‘ (svi proteini odnosno metabolicki produkti ¢ije
prisustvo utvrdujemo putem NMR, masene spektrometrije ili teku¢e kromatografije).(11,12)
Metode analize sastava crijevne mikrobiote moZemo osnovno podijeliti na metode bazirane na
kulturama, molekularne metode bazirane na detekciji nukleinskih kiselina i metode bazirane na
detekciji metabolita. Metode bazirane na kulturama temelje se na standardnim mikrobioloSkim
metodama kultivacije te identifikaciji bakterija prisutnih u kulturi na temelju fenotipskih
obiljezja koja mogu biti morfoloska (izgled kolonija, hemoliza) ili biokemijska (aktivnost
enzima poput oksidaze, katalaze ili rezistencija). Temeljna mana ove metode je u tome $to
brojni obligatni anaerobi izrazito tesko preZivljavaju u transportnim medijima 1 kultiviraju, a
osim toga ¢ak i kada dode do uspjesne kultivacije aerobi znacajno lak$e rastu in vitro sto dovodi
do njihova umjetno povisenog udjela i laznog zakljucka da upravo oni dominiraju u mikrobioti

crijeva. 1z ovih razloga, kultivacija se u kontekstu istrazivanja danas rijetko koristi, Uz iznimku



proucavanja pojedinih vrsti i rodova aeroba zasebno i specifi¢nih situacija u klini¢koj praksi.

(12)

Molekularne metode analize temelje se na analizi 16S rRNA, odnosno manje podjednice rRNA
prokariota. Bakterijska 16S rRNA sastoji se od 1500-2000 nukleotida te sadrzava 9
hipervarijabilnih regija (HV1-HV9) ¢ije razlike odrzavaju evolucijske promjene u razli¢itim
bakterijskim rodovima i vrstama te pruzaju odli¢nu osnovu za njihovu razlikovanje. Za razliku
od metoda temeljenih na kulturi, na molekularne metode ne utjece ni potencijal za izolaciju u
kulturi niti potencijal rasta u kulturi.(13) Molekularne metode moZzemo podijeliti na
sekvencirajuce i nesekvencirajuce. Nesekvencirajuce se temelje na umnozavanju regija HV1-
HV9 bakterije 16S rRNA putem PCR-a i upotrebe specifi¢nih komplementarnih primera te
odvajanje ovih segmenata, ili na temelju duzine segmenata upotrebom gel elektroforeze, ili na
temelju slijeda nukleotida upotrebom DNA microarray-a ili FISH-om. Mane ovih metoda su
tesko razlikovanje filogenetski slicnih rodova bakterija te podcjenjivanje manje zastupljenih
rodova. Sekvenciraju¢e metode su se ranije temelje na Sangerovom sekvenciranju koje
zahtjeva relativno ,,Cist® uzorak DNA, a novije tehnike koriste se racunalnim softverima kako
bi analizirale izrazito velike koli¢ine podatake i usporedile ih sa dostupnim bazama podataka o
genomu pojedinih vrsta.(12) Najnovije metode ukljuc¢uju shotgun sekvenciranje metagenoma
¢ije su prednosti da analizira cijeli genom bakterija, poput podataka o genima za razne enzime,
te neovisnost o postoje¢im bazama podataka. Mana ove metode je da je uzorak vrlo Cesto
kontaminiran domac¢inskom DNA. Izuzetna vrijednost ove metode je analiza cijelog genoma
bakterija Sto nam daje, ne samo taksonomski uvid u vrste bakterije, nego i u sposobnost ovih
bakterija da sudjeluju u biokemijskim procesima. Ostale grane u povojima su i
,metaproteomika®“ i ,,metabolomika“ ¢iji je cilj analizirati sve proteine i/ili metabolite u

organizmu uz pomo¢ NMR ili masene spektrometrije te ,,metatranskriptomika‘ koja putem



cDNA proucava koje tono mRNA bakterije sintetiziraju, $to je izrazito bitno znajuci da se ne

prepisuju svi geni iz bakterijske DNA.(14,15)

Osim samog sastava, raznolikost/diverzitet crijevne mikrobiote je takoder izrazito vazna jer se
njeno smanjenje moze povezati sa promjenama u normalnoj mikrobioti $to se naziva i dishioza.
(16) U tu svrhu koristimo se alfa diverzitetom, za mjerenje raznolikosti flore unutar same
jedinke, te beta diverzitetom, za mjerenje razlika u raznolikosti izmedu dvije razli¢ite jedinke
ili grupa. Alfa diverzitet nam govori o ukupnom broju razli¢itih vrsta bakterija unutar jedinke
te zastupljenosti pojedine vrste i izrazavamo ga razli¢itim indeksima. Chaol indeks bazira se
na broju razli¢itih vrsta, Simpson i Shannon indeks uzimaju u obzir i broj vrsta i ravnomjernost
zastupljenosti vrsta dok se Faith indeks temelji na zajedni¢kom evolucijskom podrijetlu.(17) U
razli¢itim kohortnim i slu¢aj-kontrola istrazivanjima mozemo usporedivati ove indekse izmedu
skupine zdravih i oboljelih kako bismo pronasli korelaciju izmedu disbioze i relativnog rizika
za oboljenje od bolesti koja je predmet istrazivanja. Upravo ovako se pocela istrazivati i

korelacija izmedu disbioze i akutnih leukemija.

1.5. Normalan razvoj mikrobiote djeteta

Brojne studije dokazale su da se dje¢ja mikrobiota razvija u odredenim fazama, ovisno o
faktorima okolisa (dojenje, infekcije, socijalni kontakt, carski rez)(18,19), ali i brojnim
faktorima domacina (lokalna sekretorna IgA protutijela)(20). Dojencad hranjena majéinim
mlijekom ima ne$to manji alfa diverzitet, ali s druge strane znacajno je bogatija florom koja
moze razgraditi oligosaharide ljudskog mlijeka. Ovdje pripadaju uglavnom bakterije
podrijetlom iz Bifidobacterium spp., poput B.bifidum, B.longum i B.breve. (21,22). Pokazalo se
da svaka od ovih bakterija izraZava specificni metabolicki profil sposobnosti razgradnje
pojedinih Secera te da njihova zastupljenost odgovara zastupljenosti pojedinih oligosaharida
maj¢ina mlijeka, §to navodi na zakljucak da bi odredeni maj¢ini geni mogli uvjetovati izrazaj

upravo onih sekretornih IgA djeteta koji ¢e omoguciti razvoj flore prikladne za razgradnju
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Se¢era maj¢inog mlijeka.(23) U dijelu genoma Bifidobacterium spp., koji kodira enzime za
razgradnju Secera, nalaze se i geni koji kodiraju za brojne ABC transportere te enzime uklju¢ene
u signalne puteve (heksozaminidaza, sijalidaza) $to dodatno naglasava njihovu vaznost.(24) Za
vrijeme dojenja probavni trakt djeteta moze razgraditi HMO, laktate te Skrob uz zanemarivo
male promjene u sastavu crijevne flore, a uvodenjem krute hrane dolazi i do porasta broja, ali i
znacajnog porasta raznolikosti bakterija.(21) Upravo uvodenjem krute hrane dolazi do
ekspanzije koljena Firmicutes i Bacteroides ¢iji predstavnici mogu razgradivati kompleksne
ugljikohidrate. S navrSenom godinom dana koljeno Firmicutes postaje dominantno (>50%) te
postaje glavni proizvoda¢ SCFA, poglavito butirata, ali i propionata i acetata.(25-27) Kasnije
tijekom pregleda, bit ¢e spomenut izrazito velik znacaj SCFA u regulaciji upale, ali i manjak
SCFA, kao rizi¢ni faktor za crijevne infekcije, razvoj akutnih leukemija te GVHD. Govoreci o
sintezi aminokiselina 1 vitamina, istrazivanja su pokazala da je crijevna flora dojenceta
sposobna za sintezu aminokiselina ve¢ s 4 mjeseca te da je do trece godine povecana sposobnost
sinteze folata, dok nakon tre¢e godine ona opada uz istovremen rast kapaciteta za razgradnju
folata iz hrane i lisnatog povréa, uz porast mogucnosti sinteze endogenog kobalamina. (22,24)
Ovakayv profil enzima, koji sudjeluju u sintezi vitamina, moZze se objasniti kao kompenzacijski
mehanizam djeteta u slu¢aju manjka folata u ranoj fazi zivota. Mozemo zakljuciti da brojni
faktori, poput prestanka dojenja, uvodenja krute hrane, socijalizacije i infekcija, poticu porast
broja vrsta bakterija, promjene u njihovoj zastupljenosti i sveukupnu maturaciju mikrobiote
djeteta prema odraslom tipu flore. Pocetni porast alfa diverziteta, koji ovi faktori uzrokuju,
postupno usporava i zavrSava oko pete godine zivota stabilizacijom i postupnim stjecanjem
osobina flore odrasle osobe. (18,21) Takoder se pocinje smanjivati i beta diverzitet izmedu
djeteta i odrasle osobe, poglavito zahvaljujuci izloZenosti sliénim uvjetima okolisa kojima su

izloZene i odrasle osobe.(28)



2. PREGLED LITERATURE

2.1. Povezanost akutnih leukemija i ¢imbenika okolisa

Prva hipoteza o povezanosti ¢imbenika okolisa i akutnih leukemija, to¢nije ALL-a, bila je tzv.
,hipoteza odgodene infekcije koja govori da je osim genskog poremecaja, koji moze nastati
ve¢ in utero, potreban i sekundarni okoli$ni ¢imbenik za razvoj malignog klona, najéesce
infekcija.(29) Ova teorija se temeljila na dvije osnovne Cinjenice, prva je da je incidencija ALL-
anajveca izmedu 2. i 6. godine zivota §to se podudara s incidencijom atopijskih bolesti, pocevsi
s atopijskim dermatitisom, koji kasnije moZe prerasti u rinitis i astmu, te incidencijom DML1.
Obje ove bolesti uklapaju se u tzv. ,higijensku hipotezu“, odnosno za njih sumnjamo da su
povezane s izlozenoS¢u odredenim antigenima, Sto se podudara sa infektivnom hipotezom
ALL-a. Pocetna pretpostavka infektivne hipoteze je da u pacijenata, koji posjeduju odredenu
genetsku predispoziciju za razvoj ALL-a, mora postojati neki drugi okoli$ni ¢imbenik, najéesce
ucestale infekcije respiratornog sustava i GI trakta, koje naposljetku dovedu do pojave
ishodisnog malignog klona. IstraZivanje Rodriguez-Hernandez i sur. (2017.) bavilo se
usporedivanjem incidencije razvoja leukemije kod dvije skupine geneticki predisponiranih
miSeva, tocnije miSeva s ETV6-RUNX1 fuzijom. MiSevi inficirani raznim virusima i
bakterijama (murini norovirusi, hepatitisi i Helicobacter spp.) pokazali su znafajno vecu
incidenciju razvoja ALL-a od drugih miSeva koji su uzgajani u sterilnom okruzenju. Bitno je
reci 1 da miSevi s navedenom mutacijom, a uzgojeni u sterilnom okruzenju, nisu pokazali niSta
veci rizik za razvoj ALL-a od miSeva divljeg tipa bez mutacije, $to dodatno naglasava da su
infekcije vazan sekundarni ¢imbenik rizika za razvoj ALL-a. Istraziva¢i su usporedbom
mutacija u genotipovima pedijatrijskih bolesnika oboljelih od ALL-a i mutacija u genotipovima
misSeva izlozenih infekcijama pronasli odredena poklapanja, specificno u mutacijama H3K4
demetilaza, Sto ih je navelo na zakljucak da infekcije na genom miseva djeluju upravo takvim

mehanizmom. Ovakav hipermetilirani oblik H3K4 proteina dovodi do pojacane ekspresije
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RAG proteina pa posljedi¢no i do pojacane V(D)J rekombinacije, izrazito znacajne za razvoj
ishodiSnog malignog klona, a o kojoj ¢e biti govora nesto kasnije. Istrazivaci su induciranjem
mutacija H3K4 putem CRISPR/Cas9 tehnologije na linijama humanih malignih blasta dokazali
pojacanu RAG aktivnost in vitro.(30) Nekoliko godina kasnije istrazivanja su se sve vise bavila
usporedbom genetski predisponiranih miSeva uzgojenih u sterilnom okruzenju S
predisponiranim miSevima uzgojenim u zajednici, bez izlaganja nekih specificnim infekcijama.
Kako su istrazivaci 1 kod miSeva uzgojenih u zajednici, bez izlaganja specificnim patogenima,
pronasli povecanu incidenciju ALL-a, mozemo zakljuciti da se ne radi o to¢no odredenim
patogenima, nego da postoji neki zajednicki mehanizam kojim djeluju sve ucestale
infekcije.(31) Druga Cinjenica je da, unato¢ odredenim in utero promjenama, manje od 1%
novorodencadi naposljetku i1 razvije ALL. Naime, retrospektivnim analizama krvi uzete iz pete
u svrhu novorodenackog probira (Guthrijev test) i krvi iz pupkovine otkriven je znacajan broj
ETV6-RUNX1 fuzija u limfocitima (1-5% zivorodenih)(29), a takoder i znacajan udio visoke
hiperploidije (do 5% zivorodenih).(32,33)Ve¢ smo ranije napomenuli da se hiperploidija
pojavljuje u oko 30% malignih blasta, ETV6-RUNX1 fuzija u oko 25%, a ipak manje od 1%
djece s ovim mutacijama naposljetku razvije leukemiju, $to se utvrdilo na misjim modelima, ali
i retrospektivno iz uzoraka krvi pupkovine.(31,34,35) Stoga, mozemo zakljuéiti da ove
promjene stvaraju samo preleukemijske klonove s izrazito blagom sposobno$cu maligne
proliferacije te da su potrebni neki sekundarni okoli$ni ¢imbenici kako bi se bolest naposljetku

i razvila u svom punom opsegu.(5,31)

Glavne genetske promjene koje limfociti naknadno prolaze odnose se uglavnom na V(D)J
rekombinaciju imunoglobulina B-limfocita putem RAG proteina. Pokazalo se da kod ucestalih
ili kroni¢nih infekcija dolazi do stalno poviSene razine proupalnih citokina koja dovodi do
povecane aktivnosti AID proteina. AID protein potom pojacava aktivnost RAG-a te dovodi do

pojacane V(D)J rekombinacije i pojacane genske nestabilnosti.(19,35,36) Pokazalo se da
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upravo ovakva patoloska reakcija na ucestale infekcije, poglavito respiratornog trakta, dovodi

do transformacije preleukemijskih klonova u klonove sposobne za malignu profeliraciju.(29,37)

Ipak, ovakva pretjerana reakcija na upalu s ekstenzivnih stvaranjem citokina vjerojatno je
uvjetovana smanjenom izlozeno$¢u mikroorganizmima prilikom dojenackog razdoblja i
pogotovo smanjenom bioraznoliko$¢éu crijevne flore. Obzirom da su svi ¢imbenici koje vezemo
uz smanjenu alfa raznolikost (rani prestanak dojenja, socijalna izolacija, carski rez) povezani i
s ALL-om (38-41) i s drugim bolestima uz koje vezemo two hit hipoteze (alergije i DM1)(42),
namece se zakljuCak da je upravo crijevna disbioza klju¢ni i1 podleze¢i imunosni i okolisni

¢imbenik u patogenezi akutnih leukemija.(29)

2.2. Uzroci crijevne disbioze u djece

Prvi zZivotni dogadaj koji znacajno utjece na razvoj 1 sastav crijevne mikrobiote novorodenceta
je sama metoda poroda. Naime, pokazalo se da je novorodenacka crijevna flora podrijetlom
izrazito slicna crijevnoj flori majki, uz kratkotrajno prisustvo maj¢ine vaginalne i koZne
flore.(43) Medutim, pri porodu carskim rezom, kada ¢edo ne prolazi kroz porodajni kanal,
mozemo zamijetiti odredene specificnosti. Prvo, iako neposredno nakon rodenja novorodence
ima vrlo sli¢an profil Bacteriodes spp. kao i majka, ono ima smanjenu stabilnost i zna¢ajno
smanjen broj pojedinih vrsta, a osim toga, povisen je i broj oportunisti¢kih patogena poput K1
E.colli, Enterococcus spp. i Klebsiella spp. Carski rez ostavlja posljedice na flori i daleko nakon
rodenja, pa tako ova djeca imaju smanjenu koli¢inu SCFA u stolici 1 usporeno sazrijevanje

crijevne flore i do druge godine Zivota.(41,44)

Sljede¢i kljucan faktor je odabir izmedu tvornickog dojenackog pripravka i dojenja maj¢inim
mlijekom. Kao $to je ranije napomenuto, dojenje je kljucan faktor za razvoj uspjesnog profila
Bifidobacterium spp. prilagodenog HMO-ima iz maj¢ina mlijeka. U slucaju ranog prestanka

dojenja ili kada se uopce ne doji dolazi do prerane promjene crijevne flore prema onoj koja je
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zaduzena za razgradnju kompleksnijih ugljikohidrata, odnosno dolazi do smanjenja SCFA u
stolici, smanjenja ekspresije Bifidobacterium spp. i Lactobacillus spp., a ekspanzije rodova
zaduzenih upravo za razgradnju kompleksnijih ugljikohidrata. Stoga, moze se zakljuciti da, za
razliku od poroda carskim rezom, prestanak dojenja ubrzava sazrijevanje crijevne flore, sto

jednako tako nije pozeljno, a takoder rezultira smanjenim stvaranjem SCFA. (21,38,39,45)

Upotreba intrapartalnih antibiotika djeluje na floru vrlo slicno kao i porod carskim rezom:;
smanjuje koli¢inu SCFA u stolici te podize razinu oportunisti¢ki patogenih enterobakterija.
(46-49) Istrazivanja su pokazala da ovakav utjecaj na razvoj flore prestaje unutar par mjeseci
od rodenja, medutim ne moze se iskljuciti dugotrajan uc¢inak u usporavanju razvoja crijevne
flore, osobito kod dugotrajnih i viSekratnih primjena antimikrobnih lijekova i drugih faktora
rizika djeteta poput imunodeficijencija. (50) Dugotrajnost u¢inka antibiotika na crijevnu floru

djeteta kontroverzna je tema, a o kojoj ¢e biti govora u nastavku rada.

Naposljetku, 1 brojni drugi okoliSni faktori, poput socijalnog kontakta, prehrane i mjesta zivota
utjeCu na razvoj flore. Djeca koja nemaju starije srodnike, zive u ku¢anstvu s manje osoba i ona
koja ne idu u odgojno-obrazovne ustanove, poput jaslica i vrti¢a, pokazuju smanjenu alfa
raznolikost i usporeno sazrijevanje flore.(21,51) Zapadnjac¢ki na¢in prehrane, koji karakterizira
smanjen unos Vvlakana, preradena hrana bogata ugljikohidratima niskog glikemijskog indeksa,
povecana raznolikost hrane i poveéan unos kalorija povezan je sa smanjenim udjelom SCFA u
stolici. Takoder, djeca iz nerazvijenih afri¢kih zemalja imaju vecu alfa raznolikost od djece iz
zapadnog svijeta te je njihova flora mnogo sli¢nija europskoj djeci koja zZive na selu i ruralnim

podru¢jima, u usporedbi sa florom djece iz urbanih podrucja.(52)

13



2.3. Mikrobiota djece pri dijagnozi ALL-a

U cilju analize sastava mikrobiote pri samoj dijagnozi ALL-a Peppas | i sur. (2023.) (19) su
pretragom baza podataka (PubMed i EMBASE) nastojali pronaci slu¢aj-kontrola istrazivanja
koja usporeduju sastav mikrobiote zdrave djece iz kontrolne skupine i djece kojima je
neposredno prije studije postavljena dijagnoza ALL-a. Klju¢ni kriterij kojim su se istrazivaci
vodili bio je da su uzorci uzeti prije provodenja indukcijske kemoterapije, znajuci da ona sama
izuzetno jako modificira crijevnu mikrobiotu, o ¢emu ¢e kasnije biti govora. Koristenje
antibiotika takoder znacajno utjeCe na mikrobiotu (50), a u pregled su bili ukljuceni radovi u
kojima niti jedna skupina nije primala antibiotike (53,54), istrazivanja u kojima su samo oboljeli
primali antibiotike (55,56) te istrazivanja u kojima nema podataka o koriStenju antibiotika
(57,58). U istrazivanju Bai i sur. (2017.) postojale su dvije podskupine slucaja i dvije
podskupine kontrola, ovisno o uzimanju antibiotika (59). Sva navedena istrazivanja, kao i
podaci o koriStenju antibiotika te podaci o brojcanom i dobnom sastavu slucaja i kontrola, mogu
se pronaci u Tablici 1. Iz Tablice 1. mozemo vidjeti da je velika vecina istrazivanja koristila
16S rRNA sekvenciranje u svrhu analize sastava mikrobiote, osim istrazivanja Liu i sur. (2020.)
kada je koriSten DNA microarray. U Tablicu 1. takoder je pridodano istrazivanje Chen SM i
sur. iz 2022. koje sam sam pridodao ovom sustavnom pregledu. Istrazivanja su koristila razli¢ite
statisticke metode analize relativnih zastupljenosti kako bi odredili razlike u alfa raznolikosti
putem Shannon, Chaol i Simpson indeksa, to¢nije koristeni su WMW test (53), DESeq?2 (55,56)

i LEFSE (54,59).

Zakljucno, u ¢ak pet odabranih istrazivanja dokazana je manja alfa raznolikost u skupini
oboljelih u odnosu na kontrolu upotrebom Shannon indeksa s razinom znacajnosti p<0,05
(54,56-60), a sli¢ni rezultati dobiveni su upotrebom Chaol i Simpson indeksa, te u istrazivanju
Chua i sur. (2020.) te Liu i sur. (2020.), ali ipak s korelacijom nesto ispod razine statisticke

znacajnosti (55). Navedena istrazivanja pokazuju dakle znacajno manju alfa raznolikost
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crijevne flore djece kojima je neposredno prije uzimanja uzorka dijagnosticirana ALL.
Pokazana je i znacajna razlika izmedu beta raznolikosti zdrave i oboljele djece u barem tri
istrazivanja.(54-56) Zanimljivo je da se ovakva razlika ocigledno odrzava i neovisno o
koriStenju antibiotika, $to pokazuje istrazivanje Bai i sur. (2017.), a u ovom istrazivanju razlika
u alfa raznolikosti je ¢ak i vec¢a izmedu skupina koje nisu koristile antibiotike, §to ukazuje da je
dishioza snazan predisponirajuci faktor za razvoj bolesti, a ne samo rezultat koriStenja
antibiotika.(59) Ovaj pregled je izuzetno koristan jer dokazuje hipotezu o poveéanom
relativnom riziku za oboljenje od ALL-a u djece koja ,,kasne* s prelaskom crijevne mikrobiote
prema odraslom fenotipu, odnosno u djece ¢ija flora pokazuje manju alfa raznolikost (nizi
Shannon indeks u odnosu na kontrolu) te razli¢itu beta raznolikost u odnosu na kontrolu.(19)
Ipak, prilikom ove analize vazno je uzeti u obzir i dob, naime u istrazivanju Liu i sur. (2020.)
prosjecna dob 1 slucaja 1 kontrola je veca od 7 godina, §to bi moglo znaciti da je mikrobiota u
odredenoj mjeri ve¢ trajno formirana, Sto bi, uz izostanak koriStenja antibiotika u ovom
istrazivanju, moglo objasniti zasto je smanjenje raznolikosti ispod razine statisticke znacajnosti.
Osim dobi i upotrebe antibiotika, svi ¢imbenici, koji utjeu na crijevnu floru (porod carskim
rezom, rani prestanak dojenja, prehrana, socijalna izolacija...), mogli bi biti potencijalni
confounderi ovih istrazivanja, $to isto treba uzeti u obzir, iako ovakvi uniformni rezultati
istrazivanja ukazuju na jaku povezanost smanjene alfa raznolikosti i incidencije leukemija.

Tablica 1. Tablica prikazuje broj¢ani odnos te dobni sastav sluc¢ajeva i kontrola kao i podatke
o koriStenju antibiotika pojedinih skupina te promatrane regije bakterijske 16S rRNA/rDNA.
Bitno je naglasiti da su u istraZzivanju Bai 1 sur. postojale dvije skupine slucajeva i kontrola,

razdijeljene ovisno o uzimanju antibiotika, $to je naznaceno u tablici. Metode analize relativnih

zastupljenosti kao i odabrane razine statistickih znacajnosti nazna¢ene su u tekstu. Preuzeto i

prilagodeno prema referenciji. (19)

Uzorak (slu&aj/kontrola) (N) 4 Prosjeéna dob (slu&aj/kontrola) (godine) |4 Antibiotici (sluéaj/kontrola) | Sekvencirane regije

Chen SM i sur., 2022. (58) Kina 40/10 5,2/5,8 nema podataka/nema podataka 16S rRNA (V1-V3)

De Pietri i sur., 2020. (57) SAD 51/18 3,7/6,8 nema podataka/nema podataka 16S rRNA (V3-v4)
Chua i sur., 2020. (55) Malezija 7/7 4/4 da/ne 165 rRNA (V4)

Gao i sur., 2020. (53) Kina 18/18 6,8/5,9 ne/ne 165 rRNA (V3-V4)

Liu i sur., 2020. (54) Kina 58/23 7,216 ne/ne 16S rDNA microarray (V1-V9)

Bai i sur., 2017. (59) Kina 20/16 i 10/17 5,5/4,3 da/da i ne/ne 165 rRNA (V3-v4)

Rajagopala i sur., 2020. (56) SAD 29/23 5,0/6,0 da/ne 165 rRNA (V4)
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Slika 1. Povezanost mikrobiote i progresije leukemije (A) Eubioza. Crijevna mikrobiota, putem svojih
metabolita, poput SCFA, moze sprijeciti razvoj malignog klona, ¢ak i u sluéaju postojanja odredenih in
utero mutacija, poput ETV6-RUNX fuzije. Ve¢ spomenute SCFA smanjuju luéenje proupalnih citokina,
Stite integritet crijevno-krvne barijere te poticu epigeneticke modifikacije u raznim stanicama, od
upalnih, poput limfocita i neutrofila, pa sve do lokalnih stanica, poput enterocita i vréastih stanica, a
svim mehanizmima bavit ¢u se podrobnije u nastavku rada. Na prikazanoj shemi vidimo SCFA u ulozi
mocénog epigenetickog modifikatora kako putem HDAC poticu diferencijaciju Treg Foxp3+ limfocita.
Povecana razina Treg limfocita, i njihova ravnoteza s Th17 limfocitima, dovodi do povecanog lucenja
protuupalnih citokina, poput IL-10 i TGF-f. (B) Disbioza. Smanjena alfa raznolikost, koja moze biti
uzrokovana dogadajima u ranom djetinjstvu (porod carskim rezom, izostanak dojenja), ali i samim
lijeCenjem akutnih leukemija (antibiotici, kemoterapeutici), moze dovesti do smanjenog stvaranja
korisnih metabolita, poput SCFA. Uslijed smanjene koncentracije SCFA moze doé¢i do disbalansa
izmedu pro- i protuupalnih citokina, povecane propusnosti crijevne stijenke i ucestale translokacije
potencijalno patogenih bakterija iz crijevnog lumena. Svi ovi dogadaji praceni su povecanim lu¢enjem
IL-1, IL-6, TNF-a, NO te ROS-a, uz povec¢an oksidativni stres. Ovi dogadaji u ranom djetinjstvu se
klinicki manifestiraju kao razvoj pravog leukemijskog klona, a prilikom lijeCenja same leukemije
dovode do povecane incidencije infekcija, GVHD-a te povecanog mortaliteta povezanog s lijeCenjem.

Preuzeto iz referencije. (61)
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2.4. Metabolicke i imunosne posljedice promijenjene mikrobiote

Izmedu zdrave i djece oboljele od ALL postoji znacajna razlika i u alfa i u beta raznolikosti, a
sva istrazivanja prikazana u Tablici 1. pokazala su i znac¢ajne razlike u relativnoj zastupljenosti
pojedinih rodova i vrsta bakterija izmedu oboljelih i kontrola. Naime, oboljeli pokazuju
znacajno smanjenu relativnu zastupljenost koljena Firmicutes, koje bi trebalo proci kroz fazu
ekspanzije unutar prvih 1,5 godina Zivota djeteta (21), te smanjenu zastupljenost bakterija
karakteristi¢nih za kasnija razvojna razdoblja. Ranije je spomenuto da su bakterije ovog koljena
glavni proizvodaéi SCFA. Metabolicki govoreci, nalazimo znacCajan manjak bakterija koje
proizvode SCFA, kako butirat (Faecalibacterium prausnitzii, Roseburia spp., Anaerostipes
spp.), tako i acetat (Prevotella spp., Bacterioides spp.). (19) SCFA, osobito butirat, su jedan od
klju¢nih elemenata za odrzavanje uredne imunosne barijere crijeva(62,63), a njihov manjak se
povezuje i s brojnim drugim bolestima, poput ulceroznog kolitisa i Crohnove bolesti(64) te
rizikom od razvoja astme.(65) Prilikom ove analize vazno je uzeti u obzir i confoundere poput
dobi, spola, upotrebe antibiotika te upotrebe razlic¢itih metoda analize zastupljenosti pri obradi
podataka.(19) Ipak, pokazalo se da koriStenje antibiotika u velikoj veéini slu¢ajeva uzrokuje
disbiozu i smanjenu proizvodnju SCFA kroz razdoblje od samo nekoliko tjedana ili ¢ak i

manje.(50)

Govorec¢i iz imunoloske perspektive, crijevna mikrobiota klju¢na je za tzv. ,,imunosni trening
dojenceta” u prvih par mjeseci zZivota. Naime, poznato je da novorodence ima odredeni
imunosni profil koji karakteriziraju visoke razine regulatornin T i B-limfocita te MDSC-a te
visoke razine protuupalnih citokina, poput 1L-10.(66) Ovakva slabasna imunosna kompozicija
omogucava adekvatnu kolonizaciju crijeva bakterijama koji putem MAMP-ova pokrecu razvoj
imunosnog sustava svojim povr$inskim antigenima i metabolitima, poput SCFA.(67) Svi rizi¢ni
¢imbenici koji su povezani s rizikom od ALL-a djeluju i na imunosni sustav. Carski rez

smanjuje zastupljenost Bacteroides spp. koji je kljucan za razvoj tolerancije imunosnog sustava
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kao ligand TLR2 receptora(68,69), izostanak dojenja smanjuje prijenos majcinih IgA
protutijela koje dijete ne moze samo proizvesti pri rodenju(70), a bitna su za homeostazu
regulatornin T-limfocita, te smanjuje ekspresiju Bifidobacterium spp. koje su povezane sa
poja¢anim odgovorom T-limfocita, ali i indukcijom memorijskih B-limfocita(19), prehrana s
manjkom vlakana putem smanjenja proizvodnje SCFA potic¢e V(D)J rekombinaciju putem AID
proteina, $to moze dovesti do mutacija B-limfocita,(71) dok socijalna izolacija i pretjerana
Cisto¢a smanjuju V(D)J rekombinaciju putem RAG proteina, $to je dokazano na misjim

modelima, gdje je pokazano smanjenje misjih Peyerovih ploca.(72)

2.5. Crijevna mikrobiota i kemoterapija

Kemoterapija, kao klju¢an dio onkoloskog lijeCenja leukemija, znac¢ajno utjeCe na crijevnu
floru; tijekom indukcije 1 reindukcije dolazi do znacajnog pada raznolikosti, ali 1 promjena
sastava crijevne flore, koju prati smanjenje anaeroba i bakterija koje proizvode SCFA, uz
ekspanziju oportunisticki patogenih enterokoka i aeroba. Ovakve promjene su blaze za vrijeme
razdoblja izmedu terapija, a nakon prestanka kemoterapije crijevna flora se gotovo potpuno
oporavi, u smislu ukupnog broja bakterija, medutim poremecaj sastava crijevne flore katkad se
moze odrzati i godinama nakon kemoterapije(55,56,73,74). Poznato je da kemoterapija dovodi
do povecane incidencije infekcija koje su znaCajan uzrok mortaliteta prilikom lijeCenja
zlo¢udnih bolesti. Ovakva povecana incidencija infekcija moze se objasniti kroz nekoliko
mehanizma, prvo, kemoterapija dovodi do ekspanzije rodova mukolitickih bakterija (R.gnavus
i R.torques) koje razrjeduju crijevnu sluz, ali i smanjuju glikolizaciju povr$inskih molekula na
samim enterocitima, $to dovodi do slabljenja crijevno-krvne barijere.(75) Osim toga,
kemoterapija dovodi do ekspanzije klostridija i streptokoka, a do smanjenja komenzalne flore,
Sto preko viSe imunoloSkih i metabolickih mehanizama dovodi do ,prerastanja crijeva‘
patogenim bakterijama (engl. bacterial overgrowth).(73,76) Najvazniji metabolicki produkt,

koji prilikom kemoterapije manjka, su ponovno SCFA. SCFA su glavni izvor energije
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enterocita, stoga se njihov manjak povezuje sa smanjenom proizvodnjom okludina i klaudina,
proteina koji grade tight junctions izmedu enterocita, §to ponovno dovodi smanjene funkcije
crijevno-krvne barijere, a to moze dovesti do bakterijemije i sepse.(77) Medutim, nisu samo
enterociti oSteceni tijekom kemoterapije, oSte¢ene su i Panethove stanice, klju¢ne antimikrobne
stanice crijeva koje proizvode brojne obrambene proteine poput alfa defenzina. Smanjena
sekrecija defenzina i smanjena funkcija Panethovih stanica je, osim s rizikom od infekcije,
povezana i s rizikom od GVHD-a. Osim toga, relativna zastupljenost >30% porodica
Enterococcaceae, do koje dovodi indukcijska kemoterapija, povezuje se s febrilnom
neutropenijom, a i ostale potencijalno patogene bakterije, kao i ekspanzija aeroba, povezuju se

s infekcijama. (73)

Cesta komplikacija osteéenja crijevnog epitela, uslijed indukcijske kemoterapije, je i
intestinalni mukozitis, klinicki entitet karakteriziran proljevom, abdominalnom boli, ali i
povecanim rizikom od prijenosa bakterija iz crijevnog lumena u krv, odnosno bakterijemije i
sepse. Vet spomenut porast relativne zastupljenosti porodice Enterococcaceae, osim s
febrilnom neutropenijom, povezuje se i sa Smanjenom razinom citrulina, poznatog markera
integriteta enterocita, Sto pokazuje na Cvrstu povezanost crijevne disbioze uzrokovane
kemoterapijom i intestinalnog mukozitisa. (57) Uslijed intestinalnog mukozitisa dolazi do
smanjenje sinteze crijevnih enzima, poput laktaze, a viSak nerazgradene laktoze mozZe posluziti
kao izvor energije za enterokoke $to dovodi do zatvaranja ,,zataranog* kruga.(78) Prerastanje

enterokoka je izrazito znacajno iu patogenezi GVHD-a, o ¢emu ¢e govora biti kasnije.

Na kraju, vazno je napomenuti da i pojedini lijjekovi iz kemoterapijskih protokola mogu
direktno djelovati na crijevnu floru. Etopozid, inhibitor topoizomeraze Il, Kkoji osobito
u¢inkovito djeluje na stanice koje se brzo dijele, i daunorubicin povezani su sa smanjenim
rastom i aerobne i anaerobne flore.(79) Metotreksat, koji utjece na mehanizam folata, takoder

je povezan s promijenjenim sastavom crijevne flore. Na misjim modelima dokazano je da
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ovakva flora kasnije dovodi i do promijenjene aktivacije samog metotreksata.(80) Bitno je reci
da se zapravo pri svim ovim interakcijama vjerojatno radi o efektu tipa circulus vitiosus;
lijekovi prvo djeluju na enterocite mijenjajuci crijevnu floru, a nakon toga ovakva oslabljena

flora dovodi do promjena u aktivaciji i detoksifikaciji ovih lijekova i njihovih metabolita. (81)

2.6. Crijevna mikrobiota i antibiotici

Problematika infekcija u onkoloskom lijeenju, radi njihovog potencijalnog mortaliteta, izrazito
je vazna. Incidencija infekcija ovisi o vrsti leukemije, ¢eS¢e su pri lijeCenju AML-a, i 0 fazi
terapije, najveca incidencija je prilikom indukcije, a prema statistikama ¢ak 1 do 50% djece u
nekom dijelu lijeCenja leukemije razvije bakterijemiju, uz ukupni mortalitet od priblizno
3%.(82,83) Antibiotska rezistencija je takoder u porastu, iako se znacajno razlikuje izmedu
razli¢itih centara i1 drZzava, ali najcesce se radi o enterokokima rezistentnim na beta laktame,
gram negativnim enterobakterijama rezistentnim na aminoglikozide te P.aeruginosa koji moze

biti izrazito rezistentan.(82-84)

Moze se reci da je utjecaj antibiotika na crijevnu disbiozu, kao i samo koristenje profilaktickih
antibiotika sinkrono s kemoterapijom, izrazito kontroverzna tema oko koje nema konsenzusa.
Prema smjernicama osme ECIL iz 2020. koriStenje antibiotika profilakticki se, u principu, ne
preporuca. Pokusaji profilakse temeljili su se na dvije glavne strategije, ili na fluorokinolonima
(levo-, ciprofloksacin) od samog pocetka indukcije, ili koriStenje amoksicilin/klavulanata od
trenutka nastupa neutropenije.(83) lako su neka istrazivanja pokazala smanjenu incidenciju
bakterijemije prilikom profilakse fluorokinolonima, velika veéina istrazivanja nije pokazala
statisticki zna¢ajnu razliku u incidenciji infekcija izmedu bolesnika koji su primali profilaksu i
onih u kontrolnim skupinama. Unato¢ ovim preporukama, u pojedinim centrima se profilaksa

antibioticima i dalje koristi, suprotno zaklju¢cima ECIL-a. (83,85)
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Sto se ti¢e donosenja smjernica za koristenje antibioticke profilakse u pedijatrijskoj populaciji,
znacajno je istrazivanje T. Lehrnbechera i sur. iz 2020., u sklopu kojeg su istrazivaci u¢inili
metaanalizu ¢ak 114 razli¢itih RCT-a u svrhu donoSenja opcih smjernica za KoriStenje
antibiotika u djece. Kao kriterij uspjeSnosti profilakse koriSten je izostanak vrudice,
neutropenije, bakterijemije i sepse te smanjenje morbiditeta i mortaliteta uzrokovanih
infekcijama uslijed kemoterapije. Dosli su do zakljucka da postoji slaba preporuka za koristenje
profilakse u lije¢enju primarnog AML-a i relapsa ALL-a, dok takoder postoji slaba preporuka
protiv koriStenja profilakse pri indukcijskom lije¢enju ALL-a, alogenom i autolognom HSCT-
u te jaka preporuka protiv koristenja profilakse, ako se uopce ne ocekuje neutropenija. U slucaju
da se profilaksa ipak koristi, preporucaju se fluorokinoloni kao prva linija, kao 1 u lijeCenju
febrilne neutropenije.(86) Slicno kao 1 u istrazivanjima u odraslih, pri profilaksi
fluorokinolonima nije primijeena povecana incidencija invazivnih gljivicnih bolesti, ali je
primije¢en porast rezistencije na fluorokinolone, iako su istrazivanja i ovdje katkad

proturje¢na.(86-88)

Febrilna neutropenija moze se definirati kao poviSenje aksilarne temperature iznad 38,5 °C u
trajanju od jednog sata, uz manje od 0,5x10%L neutrofila, a katkad se moZe definirati i kao tri
povisenja iznad 38 °C u 24h, uz manje od 1x10%L neutrofila. Procjenjuje se da ¢ak 20% ovih
bolesnika u trenutku mjerenja temperature ve¢ ima bakterijemiju, $to ¢ini prepoznavanje ovog
stanja izrazito vaznim.(1l) Prema smjernicama osme ECIL iz 2020., lijeCenje febrilne
neutropenije zapocinje antipseudomonasnim penicilinom i inhibitorom beta laktamaza
(piperacilin/tazobaktam) ili cefalosporinima Cetvrte generacije (cefepim), kod pacijenata niskog
rizika i stabilnog klini¢kog statusa, te karbapenemima (meropenem) uz eventualni dodatak
aminoglikozida i/ili glikopeptida (vankomicin, teikoplanin), kod nestabilnih pacijenata. Nisko
riziénim pacijentima se smatraju oni bez prethodnih infekcija rezistentnim bakterijama,

pacijenti u ustanovama bez zabiljezenih rezistentnih uzroc¢nika te svi oni kod kojih se korist od
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primjene karbapenema ne istice ispred rizika za razvoj rezistencije. Ako se uzro¢nik uspije
dokazati, odabir antibiotika postaje empirijski, uz obaveznu izradu antibiograma. Kod
pacijenata kod kojih nije utvrden uzro¢nik, odnosno pacijentima s FUO, pristupa se
deeskalaciji terapije nakon 72-96h od prestanka vrucice. Ako su pacijenti bez prethodne
infektivne anamneze i prezentirali su se klini¢ki stabilno, moze ih se otpustiti na kuénu njegu
uz oralne antibiotike i kontrolu, medutim, ako ova dva uvjeta nisu zadovoljena, nastavlja se s
intravenskim antibioticima uZeg spektra bez aminoglikozida, kolistina 1 fluorokinolona. U
lijeCenju se moze koristiti i GM-CSF, a ako i nakon 96h nema rezultata postavlja se sumnja na
gljivicnu infekciju. Tada se mogu koristiti antifungalni lijekovi (amfotericin B ili kaspofungin),
koji se katkad primjenjuju i ranije, u svrhu predostroznosti, kod pozitivnog PCR-a na gljivi¢ne

uzroc¢nike ili kod pozitivnih biljega gljiviéne infekcije, poput galaktomanana. (83)

Utjecaj antibiotika na crijevnu floru prilikom kemoterapije jos je kontroverznija tema od same
upotrebe antibiotika. U radu Rajagopala SV i sur. (2020.), sudjelovalo je 32 bolesnika i 25
zdravih kontrola, koji su u srodstvu s bolesnikom, $to povecava vjerojatnost slicnosti crijevne
flore. Znacajno je da je svih 32 bolesnika bilo na profilaksi TMP-SMX, za razliku od kontrola.
Ve¢ smo napomenuli da ovo istrazivanje pokazuje znacajno smanjenje alfa raznolikosti izmedu
bolesnika i kontrola u raznim fazama lije¢enja.(56) Medutim, vrlo tesko ili ¢ak nemoguce je
re¢i da su upravo antibiotici uzrok ovakvih promjena flore, znajuéi da su bolesnici primali i
kortikosteroide i snazne kemoterapeutike. Sli¢no se moze reci i za rad De Pietri S i sur. (2020.),
dok odredeni radovi, poput Hakim H i sur. (2018.), uopée nisu pronasli statisticki znacajnu

povezanost izmedu koriStenja antibiotika i disbioze niti u jednoj fazi terapije.(57,73)

Tu je povezanost izrazito teSko dokazati jer ¢e bolesnici uvijek primati i kemoterapiju i
glukokortikoide prilikom pracenja, ali znajuc¢i kako antibiotici djeluju na floru zdravih
pojedinaca, mozZe se re¢i da bi povezanost mogla postojati, iako su istraZivanja zasad

proturjecna. Zna se da antibiotska profilaksa uzrokuje povecanu antibiotsku rezistenciju
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prilikom kemoterapije. Prilikom profilakse ciprofloksacinom zabiljezen je porast rezistentnih
sojeva E.colli i K.pneumoniae koji moze potrajati i visSe mjeseci nakon obustave antibiotika, a
zabiljezena je i ,.krizna rezistencija“, odnosno porast MIK-ova i za neke druge antibiotike,

poput ceftazidima. (83,89,90)

2.7. Crijevna mikrobiota i HSCT

HSCT, odnosno transplantacija mati¢nih krvotvornih stanica, u Hrvatskoj se kao terapijska
metoda u lijeCenju malignih, ali i nemalignih bolesti, koristi od 1983. godine. HSCT se moze
podijeliti prema vrsti transplantata, na transplantat mati¢nih stanica iz kostane srzi te na mati¢ne
stanice iz pupkovine i periferne krvi, i prema davatelju, na autologne i alogene. Autologna
transplantacija podrazumijeva da su davatelj i primatelj ista osoba, dok se alogene
transplantacije dalje moze podijeliti na transplantacije od HLA-identi¢nih osoba, bilo srodnih,
bilo nesrodnih i transplantaciju od haploidenti¢nih srodnika (srodnici primatelja s kojima dijele
samo neke HLA lokuse). Izmedu dvije osnovne vrste transplantacije, autologne i alogene,
postupak se znacajno razlikuje. Kod autologne transplantacije, u bolesnika dobrog klinickog
statusa, koristimo razne citokine i GM-CSF kako bi potaknuli prijelaz mati¢nih stanica iz srzi
u perifernu krv. Nakon prikupljanja procesom leukafereze i zamrzavanja slijedi intenzivna i
multimodalna radiokemoterapija bolesnika pri ¢emu Zzelimo unistiti preostale maligne, ali i
zdrave stanice bolesnika. Tada slijedi reinfuzija mati¢nih stanica od kojih o¢ekujemo da dovedu
do uspostave fizioloSke hematopoeze. Alogena transplantacija, s druge strane, nosi i svoje
specifi¢nosti. Obzirom da su antigeni alogenog transplantata nepoznati organizmu primaoca,
moze do¢ido tzv. GVHR, ili u tezim reakcijama do GVHD-a, ali isto tako i do pozitivne GVLR,
kada transplantat napadne preostale maligne stanice. Suprotno intuitivnhom, alogena
transplantacija se ¢esc¢e izvodi od stranih donora iz nacionalnih i globalnih registara, nego od
brace i sestara, uzevsi u obzir da se braca i sestre podudaraju u svim HLA lokusima relativno

rijetko, a registri sadrzavaju izrazito velik broj potencijalnih donora.(1) Osim o podudarnosti
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HLA lokusa, uspjeSnost ovisi i 0 procijenjenom riziku bolesnika, koli¢ini transplantiranih
stanica, tipu bolesti, vrsti kemoterapijskog protokola koji je ranije koriSten, ali i o mjestu
uzimanja mati¢nih stanica te dobi i podudarnosti spolova davaoca i primaoca.(91)Mati¢ne
stanice izolirane iz pupkovine izazivaju manji imunosni odgovor domacina, zbog nezrelosti
limfati¢nih stanica i izostanka odredenih povrSinskih antigena, pa zahtijeva i manju HLA
podudarnost (zabiljeZena je tolerancija na missmatch 1-2 HLA lokusa). Oc¢ekivano je stoga, da
se HSCT uz upotrebu mati¢nih stanica izoliranih iz pupkovine povezuje sa smanjenim rizikom

od GVHD-a.(92,93)

Indikacije za HSCT su se napretkom drugih oblika terapije znacajno mijenjale. CAR-T terapija,
monoklonalna protutijela, inhibitori tirozinskih kinaza te upotreba sve intenzivnije i
ucinkovitije kemoterapije, poput liposomalnih antraciklina, ali i znacajnog napretka u
dijagnostici, prije svega u detekciji MRD-a i stratifikaciji bolesnika prema citogenetici i
odredenim translokacijama, postupno smanjuju potrebu za HSCT-om u zadnjim desetlje¢ima.
U cilju postizanja MRD-negativne remisije, nova terapijska sredstva mogu biti, ili prijelazno
rjeSenje do kona¢nog HSCT-a, ili katkad ¢ak i ¢imbenik kona¢nog izljecenja Cime izbjegavamo
sve rane i kasne komplikacije HSCT-a. Indikacije za HSCT u lije¢enju ALL-a su i dalje katkad
kontroverzne, a na europskoj razini propisane su od strane European Society for Blood and
Marrow Transplantation. Prema smjernicama HSCT je indiciran kod bolesti refraktornih na
terapiju, relapsa bolesti, ali i u bolesnika vrlo visokog rizika nakon postizanja prve kompletne
remisije (LKR).(94,95). HSCT nakon 2KR je manje uspje$na ishoda. Stoga novije smjernice u
slucaju relapsa nakon 2KR ili kod rezistentnih oblika bolesti daju prednost CAR-T terapiji.(96)
Ove se preporuke odnose na B-imunofenotip ALL-a, dok se za T-ALL HSCT i dalje rutinski
koristi nakon postizanja remisije.(95). Smjernice za lijeCenje AML-a takoder su sli¢ne, iako se
u proslosti HSCT rutinski koristio nakon postizanja remisije u slucaju dostupnosti HLA-

identi¢nog donora, danas se uglavnom koristi kod bolesti refraktorne na terapiju, relapsa i nakon
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postizanja remisije u bolesnika visokog rizika.(94,97) Moze se zakljuciti da ¢e buduce
smjernice za koriStenje HSCT-a odrediti brzina razvoja odredenih grana terapije; odnosno hoce
li se brze razvijati tehnike obrade presatka, imunosupresije bolesnika i imunosupresivne
profilakse ili nove terapijske metode, poput CAR-T terapije, monoklonalnih protutijela i
inhibitora tirozinskih kinaza. Naposljetku, bitno je napomenuti da se HSCT koristi i kod
solidnih neoplazmi (neuroblastom, PNET), mijelodisplazija, ali i nemalignih bolesti (sindromi
zatajenja koStane srzi - aplastina anemija, Fanconijeva anemija, Blackfan Diamondov

sindrom....).(1)

GVHD mozemo definirati kao nepovoljnu imunolosku reakciju koja obuhvaca interakciju
limfocita davaoca i antigena primaoca i koja se javlja najcesc¢e nakon alogenog HSCT-a, a vrlo
rijetko se moze javiti i nakon autolognog HSCT-a ili transplantacije solidnog organa.
Epidemioloske studije procjenjuju da cak 50% HSCT procedura dovede do nekog oblika
GVHD-a s posljediénim mortalitetom do 15%.(98-100) Rizi¢ni faktori ukljuéuju HLA
nepodudarnost, razliku u spolu davaoca i primaoca, HSC koje nisu porijeklom iz pupkovine,
jacu terapiju kondicioniranja uz koriStenje radioterapije, stariju Zivotnu dob, CMV
seronegativnost i koriStenje neucinkovite profilakse.(101) Klini¢ki i patofizioloski mozemo
razlikovati akutni i kroni¢ni GVHD. U patofiziologiji akutnog GVHD-a, sudjeluju 3 glavna
mehanizma; povecéana izloZenost antigena domacina limfocitima donora (uslijed kemoterapije,
oslobadanja citokina, endotoksina iz flore bolesnika...), interakcija izmedu APC-ova domac¢ina
1 samih limfocita te naposljetku ekspanzija Thl, Th17 i CD8+ citotoksi¢nih limfocita uslijed
lu¢enja citokina koji vode u Thl odgovor, primarno IL-2 i IFNy. Upravo ovi citotoksi¢ni
limfociti su glavne efektorne stanice akutnog GVHD-a.(100,102) Prva faza cGVHD-a zapravo
je istovjetna aGVHD-u, uslijed oSteCenja tkiva takoder dolazi do otpustanja citokina i
endotoksina u cirkulaciju, §to dovodi do promjena u reaktivnosti imunosnog sustava, ali 1

promjena u fibroblastima i endotelnim stanicama. U ovih bolesnika primijecen je pojacan
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izrazaj Thl odgovora, ali i Th2 i Th17 odgovora, porast razine IL-33, IL-1 i IL-1R uz pad udjela
Treg stanica, $to sve ponovno dovodi do napada CD8+ limfocita na antigene domacina koji su
ogoljeni na MHC-1 molekulama APC-ova domacina. Tre¢u fazu obiljezava imunosupresija i
rekurentne infekcije, ali i abnormalno cijeljenje uzrokovano prijasnjom aktivacijom endotelnih
stanica i fibroblasta i pove¢anim lu¢enjem PDGF-a i TGF-B. Upravo ovo dovodi do specifi¢ne,
polimorfne klinicke slike cGVHD-a koja katkad moze nalikovati na sustavne autoimunosne
bolesti, kolagenoze i/ili pojedine vaskulitise. (100,103) Patofiziologija u pedijatrijskih
pacijenata je slicna, iako zahvaljujué¢i preostaloj funkciji timusa dolazi do bolje destrukcije
aloreaktivnih limfocita s posljedi¢cnim manjim osSte¢enjem klasicne trijade organa (koza, jetra,
Gl trakt), a ostale razlike su bolje cijeljenje oStecenja i razlike uslijed razliCitog sastava
crijevnog mikrobioma i metabolizma imunosupresivnih lijekova. S druge strane, u
pedijatrijskih pacijenata vida se i1 oSteCenje koStane srzi i1 limfnih ¢vorova s posljedi¢nim
smetnjama u imunosnom sustavu i hematopoezi, $to se sve pogoduje riziku od cGVHD-a. Bitno

je napomenuti da je cGVHD i dalje ucestaliji u odraslih. (104)

Klini¢ke manifestacije aGVHD najc¢eS¢e i najranije su dermatoloSke; makulopapularni osip
dlanova, stopala, ramena i vrata koji moze biti pra¢en svrbeZom i boli.(100) Nakon toga slijede
simptomi od strane GI sustava, poput abdominalnih gréeva, boli 1 proljeva. Proljev je obilan i
sekretoran, ne prestaje prestankom unosa hrana, a katkad moze biti i krvav. Katkad se moze
razviti i intestinalni mukozitis i crijevna oste¢enja koja se ne smiju zamijeniti sa posljedicama
kemo- ili radioterapije. Jetreni simptomi se gotovo nikad ne pojavljuju sami, a ukljucuju
poviSenje ALP-a i bilirubina. Rijetko kada moZe nastati i akutno zatajenje jetre, karakterizirano
koagulopatijom i hiperamonijemijom.(98-100,105) aGVHD se prezentira sliéno u
pedijatrijskih pacijenata, iako se ceS¢e radi o izoliranom zahvacanju koZe, nego
multiorganskom obliku bolesti, a znacajno rjede je zahvacena jetra.(106). Kroni¢ni GVHD se

moze prezentirati i stanjima koja podsjecaju na kolagenoze i autoimunosne bolesti (lichen
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planus, kutana skleroderma, keratoconjuctivitis sicca/Sjogrenov sindrom, bronchiolitis

obliterans te razni ulceri i strikture Gl trakta). (98,100,105,107,108)(109)

Dijagnoza GVHD-a se postavlja na temelju klinicke slike i anamnestickih podataka o
prethodnom HSCT-u te se nakon toga pristupa stupnjevanju prema tezini same klinicke slike i
vremenu pojavljivanja. Prema zadnjim smjernicama NIH-a iz 2015. za postavljanje dijagnoze
cGVHD-a dovoljno je samo jedno dijagnosticko obiljezje (potvrduje cGVHD bez potrebe za
daljnjim pretragama) ili jedno distinktivno obiljezje (ukazuje na cGVHD, ali moze se pojaviti
i kod aGVHD-a) uz potvrdu biopsijom ciljnog organa te iskljucenje ostalih potencijalnih uzroka
ovih simptoma 1 znakova. U dijagnosti¢ka obiljezja spadaju poikilodermija, promjene sli¢ne
lichen planusu u usnoj Supljini i na genitalijama, zahvacanje fascija s mogu¢om sklerozom koze
1 potkoznog tkiva uz kontrakture zglobova, ezofagealne strikture dokazane endoskopski ili
radioloSki i bronchiolitis obliterans. U slu¢aju da se javljaju samo klinicke manifestacije
cGVHD-a, ovaj oblik nazivamo klasicni ¢cGVHD, a u slucaju pojave klinickih obiljezja i
akutnog i kroni¢nog oblika, nazivamo ga overlap GVHD. U slucaju pojave simptoma samo
aGVHD, prema vremenu pojavljivanja razlikujemo klasicni aGVHD (javlja se unutar 100 dana
od HSCT-a), late onset aGVHD (javlja se nakon perioda od 100 dana od HSCT-a) te
perzistentni i rekurentni aGVHD. (110,111)Prema tezini aGVHD dijelimo u 4 stupnja, iako
postoje razne podjele, na temelju triju glavnih obiljezja; koznih manifestacija (makulopapularni
osip, generalizirani eritem ili generalizirani eritem sa bulama), GI manifestacija (koli¢ina
proljeva u mL/d) te jetrenih manifestacija (razina bilirubina u mg/dL). cGVHD se stupnjuje
prema broju zahvacenih organa, stupnju zahvacenosti organa i funkcijskim ograni¢enjima

bolesnika u 4 stupnja, iako takoder postoje razne podjele.(98-100)

Prevencija GVHD-a dugo je bio sredi$nji problem istrazivanja u ovom podruéju, §to je i
oc¢ekivano, uzevsi u obzir nezanemariv mortalitet i terapijsku refrakciju aGVHD-a Ill. i IV.

stupnja. Postoje razli¢iti principi prevencije nakon HSCT-a; prvi preventivni standard postala

27



je kombinacija metotreksata i ciklosporina ili metotreksata i takrolimusa. Nisu pronadene
razlike u djelotvornosti ove dvije kombinacije, ali su obje znacajno djelotvornije od
monoterapije metotreksatom. U svrhu prevencije toksi¢nosti metotreksata, koja ukljucuju
mijelosupresiju, mukozitis, pluénu fibrozu, hepatotoksi¢nost, pa cak i neuroloske deficite,
uveden je terapijski rezim u obliku kombinacije mikofenolat mofetila i takrolimusa, a kasnije i
drugih inhibitora kalcineurina i mTOR inhibitora.(98-100,112-114) Sljede¢a hipoteza
istrazivaca bila je da bi uklanjanje citotoksi¢nih limfocita donora iz grafta moglo znacajno
smanjiti incidenciju GVHD-a. Postoje dva glavna pristupa, ili se limfociti pokusSaju ukloniti
prije transplantacije upotrebom pozitivne selekcije na temelju CD34+ mati¢nih krvotvornih
stanica, ili se limfocite nastoji unistiti nakon transplantata upotrebom ATG-a. Obje ove tehnike
bile su izrazito popularne krajem 20.st., medutim obje su povezane s poveéanim rizikom od
infekcija, a primjena ATG-a povezana je i s povetanom incidencijom relapsa bolesti,
reaktivacijom latentnih infekcija poput VZV-a i EBV-a, kao i s njim povezanim
limfoproliferativnim bolestima. 1z ovih ranije navedenih razloga, danas su ove metode
prevencije rezervirane isklju¢ivo za primaoce mati¢nih stanica od manje srodnih,
haploidenti¢nih donora.(98,99,115-117) Naposljetku, ove nuspojave dovele su do pokusaja
pronalaZenja novih tehnika prevencije GVHD-a, poput infuzije Treg stanica, parcijalnog
uklanjanja samo aloreaktivnih limfocita donora i upotrebe posttransplantacijskog
ciklofosfamida/PT-Cy.(118) Tzv. PT-Cy u kombinaciji s mikofenolatom i takrolimusom
pokazao se znacajno ucinkovitiji od dvojne terapije bez ciklofosfamida. PT-Cy selektivno
uniStava aloreaktivne CD8+ limfocite, sprjecavaju¢i GVHR uz istovremeno ocuvanje GVLR,
a osim toga takoder sprjecava i aktivaciju ovih limfocita, a vjerojatno pojacava i aktivnost Treg
stanica uz smanjenje aktivnosti B-limfocita i APC-ova domacina. Upravo zato PT-Cy je
najrelevantniji trend u prevenciji aGVHD-a, a posebno jako suprimira Gl manifestacije

aGVHD-a uz istovremeno ocuvanje GLVR-a, $to je izrazito vazno.(114,118-122) Prevencija
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cGVHD-a, generalno govore¢i, nije toliko u¢inkovita kao prevencija akutnog oblika bolesti, a
koriste se uglavnom ATG i rituksimab. Ostale, modernije metode ukljucuju primjenu PT-Cy,
razne kombinacije metotreksata i inhibitora kalcineurina, MSC-a i ekstrakorporalne fotofereze.
Sve profilakticke metode, koje se koriste u odraslih, koriste se i u djece, a prvu liniju takoder
predstavlja primjena inhibitora kalcineurina, ciklosporina ili takrolimusa sa ili bez dodatka
metotreksata ili mikofenolata. Vazno je naglasiti da zasad ne postoje Cvrsto definirane
smjernice za profilaksu aGVHD-a u djece te da je trenutno u tijeku viSe studija koje ispituju

ucinkovitost protokola koji se provode u odraslih pacijenata. (99,100,104,123,124)

Lije¢enje akutnog GVHD-a temelji se na oralnim i/ili lokalnim kortikosteroidima, pri ¢emu se
topicki kortikosteroidi koriste kao monoterapija isklju¢ivo pri izoliranom koznom obliku
bolesti, odnosno pri aGVHD-u I.stupnja, kod kojeg se rano uvodenje sistemske terapije nije
pokazalo osobito u¢inkovitim. Sistemska terapija temelji se na metilprednizolonu u dozi od 2
mg/kg dnevno kroz 1-2 tjedna uz postupnu deeskalaciju doze (98-100,125) (124) ViSestruko
viSe doze nisu dovele do boljeg ishoda lijecenja, a povezuju se sa zna¢ajnom imunosupresijom,
pa stoga mozemo reci da je pri lijeCenju GVHD-a klju¢na ravnoteza izmedu imunosupresije i
rizika od rekurentnih infekcija, a upravo zato ovi bolesnici vrlo Cesto trebaju profilaksu
antibioticima, antiviroticima i antifungicima.(99,100) Alternativna terapija je kombinacija
kortikosteroida 1 mikofenolata, ali ova terapija nije pokazala znaCajno bolje prezivljenje uz
jednak rizik od infekcije.(126) Istrazivanja su pokazala da izmedu 30-50% pedijatrijskih
bolesnika reagira na inicijalno lijeenje, a terapijsku rezistenciju definiramo kao progresiju
bolesti unutar 3-5 dana od pocetka lijecenja, izostanak odgovora nakon 2 tjedna i relaps bolesti
pri deeskalaciji doze.(99,100) Drugi terapijski pristupi su izrazito brojni, a vrlo Cesto se
kombiniraju i s kortikosteroidima. U terapijske pristupe za rezistentne oblike bolesti ubrajamo
ATG i razna monoklonalna protutijela; infliksimab koji cilja TNF-a, alemtuzumab za CD52

antigen T-limfocita i razna protutijela koja ciljaju IL-1, IL-1R i IL-2R.(127) Rezultati ovih
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metoda su obi¢no kratkotrajni i povezani sa znatnim nuspojavama, a refraktorni GVHD dovodi
do smrti u ¢ak do 80% slucajeva.(99) Ovakav mortalitet doveo je do potrage za novim
terapijskim metodama poput primjene MSC-a (djeluju poticanjem imunoregulacije putem
ekspanzije Treg stanica i lu¢enjem protuupalnih citokina poput IL-10, uz poticanje ispravnog
cijeljenja tkiva i oCuvanje ué¢inkovite GVLR), ekstrakorpolarne fotofereze (UVA svjetlo djeluju
na krv izlozenu 8-metoksipsoralenu tako da uzrokuje apoptozu limfocita uz povecano lucenje
protuupalnih citokina iz APC-a domacéina), infuzije alfa-1-antitripsina, JAK1/JAK2 inhibitora
JAK/STAT signalnog puta (ruxolitinib), MEK inhibitora te inhibitora integrina o4p7 koji se
koriste i kod UC i Crohnove bolesti (vedolizumab).(98,99,128) Prvu liniju lijeenja GVHD-a
u djece takoder Cine kortikosteroidi, iako je prikladna doza i dalje kontroverzna, a u€inkovitost

gotovo svih modaliteta lijeCenja, koji se koriste u odraslih, se trenutno ispituje.(104,124)
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Slika 2. Shematski prikaz svih uzroka dishioze prilikom HSCT-a. Kao §to sam ve¢ napomenuo, i
prilikom postavljanja dijagnoze akutne leukemije postoji poCetno stanje smanjene alfa raznolikosti, koje
kemoterapijski protokoli i antibiotici, pogotovo ako se ne propisuju racionalno, dodatno pogorsavaju.
Prilikom kemoterapije dolazi do prolaznog oporavka flore izmedu ciklusa lijeCenja, $to se vidi s lijeve
strane dijagrama, medutim prilikom HSCT-a, uslijed priming terapije, koristenja antibiotika Sirokog

spektra, IPP-ova te parenteralne prehrane dolazi do snaznog pada alfa raznolikosti koji moze iznositi i
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do 30%, a javlja se u do 70% svih pacijenata. S desne strane dijagrama, vidimo da flora moZe ostati i
trajno promijenjena u svojim relativnim zastupljenostima, unato¢ oporavka brojnosti bakterija, Sto se
katkad manifestira kao rizicna konfiguracija flore za GVHD, o kojoj ¢e kasnije biti govora. Preuzeto iz

referencije. (74)

Znajuc¢i da je GVHD zapravo bolest koja nastaje reakcijom donorovih limfocita na antigene
primaoca mozemo zakljuéiti da su i antigeni crijevne flore, odnosno bakterija, bitni u formiranju
imunosne tolerancije. Osim ove pretpostavke, moZe se pretpostaviti i da promjene crijevne
flore, koje se dogode uslijed primjene kemoterapije i antibiotika prilikom provedbe HSCT-a, a
dovode do povecane sklonosti infekcijama i oSteéenja crijevno-krvne barijere, jednako tako
dovode i do povecanog izlaganja antigena iz GI trakta aloreaktivnim limfocitima. Ove dvije
pretpostavke pobudile su interes za istrazivanje povezanosti crijevne disbioze i aGVHD-a Gl
trakta, a kasnije i za povezanost s aGVHD-om svih oblika te cGVHD-om. 1z tog razloga,
postavlja se pitanje postoje li odredene predispozicije crijevne flore za GVHD i prije samog
pocetka lijeCenja, a isto tako postoji li nakon kemoterapije i/ili upotrebe antibiotika odredeni
fenotip crijevne flore koji je izrazito sklon razvoju GVHD-a. Znaju¢i da antibiotici i
kemoterapija utjeu na crijevnu floru, istrazivaci su poceli usporedivati ucestalost GVHD-a kod
pacijenata koji su primali antibiotike i onih koji nisu te usporedivati ucestalost od GVHD-a kod
razli¢itih profila crijevne flore, a sve u cilju moguée profilakse GVHD-a. Glavni cilj ovih
istrazivanja je da se, osim danasnje imunosupresivne profilakse, uvede i profilaksa crijevne
flore, na bazi fekalnog transplantata i probiotika. Mora se reci i da sam proces HSCT-a izrazito
jako utjeCe na crijevnu floru, ali isto tako da, unato¢ upotrebi kemoterapeutika i antibiotika,
crijevna flora neposredno prije provodenja HSCT-a pokazuje gotovo jednaka obiljezja kao flora
zdrave djece, odnosno odraslih. Iako su po pitanju ove tvrdnje istraZivanja kontradiktorna,
svakako mozemo reci da je HSCT izrazito jak modulator crijevne flore.(129) Faktori uslijed

HSCT-a koji modificiraju crijevnu mikrobiotu uklju¢uju priming terapiju, profilakti¢ne
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antibiotike (prilikom neutropenije) i oblik prehrane uz IPP-ove.(129,130) Prosje¢no gubitak
alfa raznolikosti iznosi 30%, a javlja se u do 70% pacijenata koji produ HSCT, a manifestira se
kao znacajna invazija streptokoka i enterokoka uz gubitak roda Faecalibacterium, vaznog
proizvodaca SCFA, i roda Ruminococcus, bitnog za ispravnu glikozilaciju molekula crijevne
sluzi 1 povrSinskih molekula enterocita, bitnih za ocCuvanje crijevno-krvne
barijere.(74,75,129,131,132). SCFA predstavljaju glavni izvor hrane za enterocite te su stoga
bitni za proizvodnju proteina koji ¢ine tight junctions spojeve izmedu enterocita.(77) Medutim,
SCFA (propionat i butirat) su i izravno povezani s rizikom od GVHD-a. Naime, pokazalo se da
komenzali koji proizvode SCFA smanjuju rizik od cGVHD-a, poveéavajuci proizvodnju Treg
stanica naustrb Th17 stanica, a i putem brojnih mehanizama moduliraju razinu oStecenja GI
trakta prilikom aGVHD-a.(133) Vecina ovih mehanizama je nepoznata, medutim pokazalo se
da pacijenti koji imaju odsutan G-proteinski metaboli¢ki senzor, GPR43, obolijevaju od tezih
oblika GI aGVHD-a. GPR43, u prisustvu povecanih razina SCFA, dovodi do aktivacije ERK
signalnog puta i aktivacije NLRP3 inflamosoma.(134) Eksperimentima su dokazani brojni
protuupalni efekti SCFA, koji mogu imati u¢inak na pojavu GVHD-a, a dogadaju se i u
stanicama imunosnog sustava, ali i u drugim stanicama. SCFA povecavaju brojnost i
diferencijaciju te lucenje sluzi vr€astih stanica, a osim toga su i inhibitori HDAC te stoga mo¢ni
regulatori genske ekspresije. U neutrofilima dovode do pada ekspresije gena za TNF-a, NF-xB
i smanjenu sintezu NO, djeluju na ekspresiju protuupalnih citokina u makrofazima i
dendriti¢nim stanicama, povecavaju lu¢enje IL-18 u enterocitima te tako dovode do popravka
crijevno-krvne barijere, a i povecavaju diferencijaciju Foxp3+ Treg limfocita koji proizvode

protuupalni citokin 1L-10.(135)

Gubitak ovih bitnih komenzala je bio o¢ekivan, zbog upotrebe antibiotika uslijed HSCT-a, no
medutim predmet istrazivanja dugo je bio uzrok prerastanja potencijalno patogene flore.

Pretpostavlja se gubitak komenzala prethodi ovom prerastanju i dovodi do smanjene
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proizvodnje antimikrobnih peptida, poput alfa defenzina, iz Panethovih stanica, §to naposljetku
dovodi do porasta relativne zastupljenosti enterokoka. Do ovoga efekta dolazi jer je lucenje
AMP-ova, poput alfa defenzina, direktno ovisno o tome da Panethove stanice detektiraju
prisustvo komenzalne flore.(132,136) Porast zastupljenosti enterokoka se povezuje i s
incidencijom infekcija, porastom CRP-a i rizika od febrilne neutropenije, osobito porast iznad
30% relativne zastupljenosti.(73) Kod pacijenata, koji naposljetku i razviju Gl oblik GVHD-a,
moze do¢i do zatvaranja zaCaranog kruga, odnosno aloreaktivni CD8+ limfociti napadaju

Panethove stanice, $to dovodi do daljnje ekspanzije enterokoka. (137)

Nakon $to je otkriveno kako HSCT modificira crijevnu floru, srediste zanimanja postalo je
traganje za odredenim prediktorima u¢inka HSCT-a na floru, odnosno, koje promjene u flori
nakon HSCT-a mozemo povezati sa povecanim rizikom za GVHD. Ovo je vazno jer su brojna
istrazivanja, koja su podijelila skupine ispitanika po alfa raznolikosti, zakljuc¢ila da postoji
obrnuta proporcionalnost izmedu alfa raznolikosti nakon izvedbe HSCT-a i razvoja GVHD-a,
pa i mortaliteta od GVHD-a, kako u odraslih, tako i u pedijatrijskih pacijenata.(138-140) Osim
toga, modifikacija crijevne flore HSCT-om znacajno je povezana, ne samo s rizikom od
GVHD-a, nego is rizikom od infekcija, $to pridonosi mortalitetu. Znacajno je istrazivanje Kelly
M. S. i sur. iz 2019., koje je pokazalo da su uzroc¢nici pedijatrijskih bakterijemija podrijetlom
iz GI trakta upravo oni isti uzrocnici kojima je zna¢ajno porasla zastupljenost nakon HSCT -a.
Istrazivaci su do ove spoznaje dosli usporedivanjem hemokultura i koprokultura ispitanika, a
takoder su dokazali i da su uzrocnici vrlo Cesto rezistentni upravo na antibiotik koji se koristio
neposredno prije infekcije, dovodeci u pitanje agresivno koriStenje antibiotika u djece nakon
HSCT-a.(141) Zasad su pronadena tri prediktora razvoja GVHD-a, niska zastupljenost roda
Bacteroides nakon HSCT, niska koncentracija 3-indoksil sulfata u urinu te niska relativna
zastupljenost AIC.(132,142) Rod Bacteroides je bitan prediktor jer on ¢ini glavninu od 10%

izvorne crijevne flore koja prezivi nakon HSCT-a te je stoga glavni temelj za ponovnu izgradnju
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crijevne flore, $to se prosje¢no zbiva u roku od 2 do 4 mjeseca nakon transplantacije, ako ne
dode do razvoja GVHD-a. Osim toga, rod Bacteroides je vazan proizvodac SCFA, induktor
proizvodnje Treg limfocita, a inhibitor aloreaktivnih citotoksi¢nih limfocita.(132,143,144) S
druge strane, 3-indoksil sulfat je ekskretorni metabolit triptofana, ¢iji meduprodukti su bitni za
unutarstani¢nu regulaciju enterocita i pojacanu ekspresiju gena koji kodiraju za protuupalne
citokine.(145,146) Osim toga, gubitak AIC (protuupalne klostridije) takoder se povezuje s
rizikom od GVHD-a i prerastanjem enterokoka u pedijatrijskih pacijenata.(142) Gubitak ovih
klostridija najces¢e se javlja kod upotrebe klasicnih antibiotika koji djeluje na anaerobe,
klindamicina i vankomicina. Nije to¢no utvrdeno na koji nac¢in AIC modificiraju rizik od
GVHD-a, ali pokazalo se da je povecana relativna zastupljenost AIC-a u djece povezana s brzim
oporavkom broja B-limfocita i NK- stanica, koje suprimiraju aloreaktivne T-limfocite, te tako
dovode smanjenog rizika od GVHD-a.(147) Istrazivanje Simms-Waldrip T R i sur. (2017.)
provedeno na pedijatrijskoj populaciji od 8 oboljelih od GVHD-a i 8 kontrola pokazalo je
izrazito smanjenje zastupljenosti AIC kod oboljelih i izrazito jaku korelaciju izmedu upotrebe
antibiotika ucinkovitih protiv anacroba i GVHD-a (p<0,03). Kasnije su ovu hipotezu potvrdili
i na mi§jim modela, tako da su miSevi, koji su primali oralnu suplementaciju AIC-a, pokazali
znacajno smanjenu ucestalost GVHD-a.(142) Postavlja se pitanje o mogucnosti sli¢nih
intervencija probioticima i kod pedijatrijskih pacijenata za koje prethodno utvrdimo da
posjeduju rizi€nu konfiguraciju mikrobiote. Rizi¢nu konfiguraciju crijevne flore mogli bismo
modificirati i fekalnom transplantatom. Naposljetku, treba ponoviti i da su parenteralna
prehrana i neadekvatna priming terapija, bez imunosupresivne profilakse, rizi¢ni faktori za

razvoj GVHD-a.(148)

Nakon detaljnog pregleda mikrobiote nakon HSCT-a i njene povezanosti s razvojem GVHD-a,
treba se osvrnuti i na strukturu crijevne flore u sluc¢aju razvoja GVHD-a. Pedijatrijski, misji i

odrasli modeli pokazali su da je crijevna flora u GVHD-u vrlo sli¢na kompoziciji ,,rizi¢ne flore*
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nakon HSCT-a. Ovakva kompozicija flore u GVHD-u samo potvrduje da su, ve¢ prije
raspravljeni rizi¢ni faktori, zaista povezani s razvojem GVHD-a. U odraslih i u djece
primije¢ena je ekspanzija redova Enterobacteriales (rodovi Klebsiella, Escherichia,
Enterobacter), Lactobacilles (streptokoki i enterokoki) uz redukciju protuupalnog reda
Clostridiales (rodovi Faecalibacterium, Ruminococcus i Blautia).(149-151) Rodovi
Ruminococcus i Faecalibacterium preko proizvodnje protuupalnih SCFA i odrzavanja krvno-
crijevne barijere sprjecavaju razvoj GVHD-a. S druge strane ekspanzija enterokoka, specifi¢no
E. faecium i E.faecalis, povezana je s pove¢anim stvaranjem IL-1 i IL-6 te indukcijom Thl i
Th17 odgovora.(152,153) Dosad nisam spomenuo znacaj jedne bitne AIC, roda Blautia. Blautia
je povezana sa smanjenim mortalitetom od GVHD-a, vjerojatno radi proizvodnje lantibiotika,
koji smanjuju zastupljenost enterokoka, pa ¢ak i VRE. Lantibiotici su posebna vrsta endogenih
AMP-ova koji sadrze posebne aminokiseline nastale formiranjem tioeterske veze nakon

posttranslacijskih modifikacija na serinskim i treoninskim ostacima.(154,155)

Zakljuéno, iako su, generalno govore¢i, pedijatrijska istrazivanja u podru¢ju povezanosti
crijevne disbioze i HSCT-a dobila na znacaju tek u zadnjih 5-7 godina, ve¢ sada moZzemo vidjeti
da se istrazivanja u svojim zaklju¢cima uvelike slazu s istrazivanjima provedenim na odraslima.
Vec je spomenuto da crijevna flora djece nakon HSCT-a i u slucaju razvoja GVHD-a pokazuje
promjene relativne zastupljenosti istih redova, rodova 1 vrsta kao 1 odraslih, §to upucuje na
znacajnost crijevne disbioze u razvoju GVHD-a kod pedijatrijskih pacijenata. (129,151)
Posebno je znacajno kohortno istrazivanje Masetti R. i sur. (2023.) koje je obuhvatilo 90
pacijenata iz viSe centara. Istrazivanje je pokazalo smanjenu alfa raznolikost (Shannon indeks)
u korelaciji s incidencijom i mortalitetom aGVHD-a, ekspanziju enterokoka i redukciju
relativne zastupljenosti rodova Ruminococcus, Faecalibacterium i Blautia, $to se sve uklapa u
zakljucke istrazivanja na odraslima.(74,132,140) Studija Ingham A. C. i sur. (2021.) bavila se

uzimanjem uzoraka mikrobiote usta, nosa i crijeva djece u 3 razli¢ita razdoblja nakon
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transplantacije. Pokazalo se da je crijevna flora, kao i u odraslih, mjesec dana nakon
transplantacije pokazuje smanjenu raznolikost, a da se oporavi prosje¢no 2-4 mjeseca nakon
alogene HSCT. Bitno je naglasiti da rezultati odgovaraju studijima u odraslih; primije¢ena je
ekspanzija enterokoka uz redukciju Blautia spp. Ono $to je izrazito znacajno je da istrazivaci
teoretiziraju da bi proucavanje ranih uzoraka flore nakon HSCT-a ili usporedba ranih uzoraka
s uzorkom flore prije HSCT moglo, u budu¢nosti, postati zna¢ajna metoda u utvrdivanju rizika
od razvoja pedijatrijskog GVHD-a, §to bi moglo dovesti i do individualne prilagodbe profilakse
imunosupresivima, a u buducnosti i do individualne profilakse probioticima i fekalnim

transplantatom.(156)

2.8. Dugoro¢ne posljedice crijevne disbioze

Bitno je napomenuti i odredene dugorocne posljedice koje crijevna disbioza, uzrokovana
kemoterapijom, antibioticima i HSCT-om, moZe imati na cjelokupni organizam i zdravlje
djeteta. Tesko je odrediti koliko to¢no antibiotici, a koliko kemoterapija i HSCT utjecu na
crijevnu disbiozu, buduc¢i da se ovi ¢imbenici u praksi uvijek pojavljuju istovremeno, $to
znacajno otezava moguca longitudinalna kohortna istrazivanja. Osim toga, disbioza ovisi i o
faktorima domacina, faktorima antibiotika (vrsta, doza, viSekratno i dugotrajno koristenje),
faktorima kemoterapeutika (jac¢ina i vrsta kemoterapijskog protokola) i o brojnim drugim
¢imbenicima koji se tesko kvantificiraju i objektiviziraju. 1z svih ovih razloga, istrazivanja po
pitanju dugotrajnosti u¢inaka ovih ¢imbenika na crijevnu floru su kontradiktorna. Opcenito se
kaze da se crijevna flora oporavi otprilike godinu dana nakon prestanka terapije, ali njena
kompozicija moZe biti promijenjena znacajno dulje, s tim 1 ovdje postoji kontradiktornost
razli¢itih studija.(74) Istrazivanje Bhuta R. i sur. (2021.) provedeno je na 10 prezivjelih
pedijatrijskih pacijenata, koji su u remisiji ALL-a, i 10 zdravih kontrola. Bolesnici i kontrole su
bili u srodstvu i stariji od 3 godine (dob kada bi crijevna mikrobiota ve¢ trebala biti fizioloski

stabilna), kako bi se maksimalno smanjio u¢inak confoundera, a maksimalno naglasio u¢inak
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antibiotika i kemoterapije. Istrazivanje je pokazalo da, s razinom statisticke znacajnosti p<0,1,
postoji znacajna razlika i smanjenje alfa raznolikosti kod prezivjelih bolesnika u odnosu na
kontrole. Ovakvo smanjenje alfa raznolikosti ostaje odrzano i do nekoliko godina nakon
prestanka terapije. Mana ovog istrazivanja je da istrazivac¢i nisu pronasli konkretne porodice,
rodove i vrste bakterije koje izostaju kod vecéine prezivjelih, a mana je i izuzetno mali
uzorak.(157) S druge strane, istrazivanje Thomas R. i sur. (2020.) pokazalo je da ne postoji
znacCajna razlika izmedu alfa 1 beta raznolikosti prezivjelih 1 kontrola, s tim da su uzorci uzeti
minimalno godinu dana nakon ulaska u remisiju. Vazno je napomenuti da odredene porodice
ipak pokazuju smanjeni relativni udio, poput Ruminococcaceae (povezani su s rizikom od
intestinalnog mukozitisa radi svog mukolitickog djelovanja)(75), Lachnospiraceae, a rod
Faecalibacterium takoder je znacajno smanjen.(158) Rod Faecalibacterium znacajan je iz dva
razloga, takoder nedostaje i kod odraslih, a ne samo kod pedijatrijskih pacijenata, a osim toga
njegov manjak povezuje se sa poviSenim razinama proupalnih citokina poput IL-1 i IL-6 te
povecanom aktivno$¢u citotoksi¢nih T-limfocita, kao i s porastom CRP-a i incidencije crijevnih

infekcija.(55)

Rod Faecalibacterium, odnosno njegov relativni manjak, u odraslih koji su prezivjeli ALL,
povezan je s pretilo$¢u.(159) Odrasle osobe nakon lije¢enja imaju povecan rizik od raznih
metaboli¢kih, multifaktorijalnih bolesti; razvoja metabolickog sindroma, KVB i DM2.(160)
Studija u pedijatrijskoj populaciji je znacajno manje, ali takoder postoje raznovrsne toksi¢nosti
koje povezujemo s odredenim agensima iz kemoterapijskih protokola. Ovdje spadaju
sekundarne maligne neoplazme (poveéan rizik od sekundarnog raka dojke kod Zenske djece
lijeCene antraciklinom), dilatativna kardiomiopatija (antraciklini), pluéna fibroza (bleomicin),
neurotoksi¢nost, akutna neuropatija i kognitivne promjene (vinkristin) te pretilost, kostana
degradacija i ijatrogeni Cushingov sindrom u sklopu koriStenja glukokortikoida. Osim ovih

prethodno navedenih ucinaka, postoje i brojno metabolicke, razvojne i psihosocijalne
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posljedice na pedijatrijske pacijente.(161-164) Al-Mahayri Z N i sur. (2021.) predlazu da bi
ubuduce genetskim metodama trebalo testirati pedijatrijske pacijente na odredene tumor-
supresorske gene (TP53, POT1), kako bi se kod ovih pacijenata smanjio intenzitet kemoterapije
i/ili zraCenja u svrhu prevenciju sekundarnih neoplazmi.(164) Trebalo bi provesti jo§ vise
dugotrajnih istrazivanja (pracenje pedijatrijskih pacijenata s ALL-om kroz cijelo odrastanje i
odraslu dob) pri ¢emu bi se pratili u¢inci raznih modaliteta lijecenja akutnih leukemija, u svrhu
utvrdivanja korelacije izmedu rizi¢nih ¢imbenika i odredenih bolesti. Prethodno navedeni,
dugoro¢ni ucinci kemoterapijskih protokola na djecu su svi posljedica izravne toksi¢nosti
lijekova, a ne potencijalno dugoro¢nih promjena mikrobiote. Moguce je 1 da dugoroc¢ni efekti
promjena crijeva, poput povecane incidencije metabolickog sindroma u odraslih, u djece

izostaju, ali svakako je potrebno provesti dugoro¢na istrazivanja u djece koja bi ovo utvrdila.

3. Rasprava

3.1. Istrazivanja povezanosti disbioze i akutnih leukemija

Nakon $to sam se bavio crijevnom mikrobiotom kao rizi¢nim faktorom, kako za samu pojavu
akutnih leukemija u djece, tako 1 za povecan mortalitet povezan s lijeCenjem te pojavu GVHD-
a, postavlja se pitanje kako se u svakodnevnoj klinickoj praksi mozZe pratiti i modificirati
crijevnu mikrobiotu, kako bi se postigao povoljniji ishod za pedijatrijske pacijente. Bitno je
spomenuti da niska incidencija akutnih leukemija, u usporedbi s drugim bolestima, koje
povezujemo sa smanjenom raznolikosti mikrobiote, poput alergija i DM1, znacajno otezava
velike studije. Osim toga, ve¢ sam na samom pocetku rada napomenuo da brojni okolini
¢imbenici, poput metode poroda, dojenja, geografskog podrucja, prehrane i socijalne
izloZenosti djeteta, znacajno utjeu na crijevnu floru. Naposljetku, bitno je napomenuti da, u
slu¢aju da zelimo usporedivati kompoziciju crijevne mikrobiote u djece s akutnim leukemijama
1 u djece s alergijama i autoimunim bolestima, u cilju pronalaska zajednickih profilaktickih

metoda, postoji potreba za standardiziranim nacinom prijavljivanja podataka o crijevnoj
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mikrobioti. Sve §to sam prethodno naveo dovodi do zakljucka da ¢e u daljnjem proucavanju
povezanosti crijevne mikrobiote i akutnih leukemija biti kljucna velika presjecna istrazivanja
koja ¢e obuhvatiti Sirok raspon djece razliCitih karakteristika, razli¢ite dobi, geografskih
podrucja, rizika iz djetinjstva (socijalna izolacija, carski rez, izostanak dojenja), terapijskih
postupaka prilikom lijeenja (koriStenje antibiotika uslijed kemoterapije) te razlicitih
citogenetiCkih poremecaja. U buducnosti bit ¢e potrebno povezati crijevnu disbiozu i1 s drugim
leukemijama, poput AML-a i/ili ALL-om T-imunofenotipa, i s drugim bolestima, poput
alergija, DM1 ili multiple skleroze, u svrhu unaprjedenja znanja o interakcijama izmedu
crijevne mikrobiote i imunosnog sustava pedijatrijskih pacijenata te potencijalnog pronalaska
zajednickih profilaktickih metoda.(74) Upravo radi ovakvih velikih analiza, klju¢no je
uspostaviti standardizirani na¢in prikupljanja i objavljivanja podataka, Sto se moZe posti¢i tako
da istrazivac¢i prate odredene checkliste prilikom izrade istrazivanja, poput STORMS
(Strenghting The Organizing and Reporting of Microbiome Studies) smjernica, $to ¢e olakSati
usporedbu podataka.(165) Zadnja bitna ¢injenica, koju je potrebno uzeti u obzir prilikom
ovakvih istrazivanja, je specifi¢nost djecje mikrobiote. Ve¢ sam spomenuo kako djecja
mikrobiota u prvih par godina Zivota pokazuje znacajne promjene alfa raznolikosti ovisno o
vanjskim faktorima te smanjenje beta raznolikosti prilikom starenja.(19) Upravo stoga, $to
djeca izmedu sebe pokazuju i1 znacajno vecu beta raznolikost, nego odrasli, a i znacajno vece
razlike u kompoziciji same flore (alfa raznolikost), dizajniranje istrazivanja na djeci mnogo je
kompleksnije nego na odraslima. Odnosno, mnogo je lakse izvladiti zakljucke iz istraZivanja
flore odraslih, ¢ije su flore medusobno sli¢nije na pocetku lijeenja, u usporedbi s pedijatrijskim

pacijentima.
3.2. Tradicionalne metode modifikacije crijevne mikrobiote

Bez obzira na sve izazove u provedbi ovakvih istrazivanja, ve¢ se naziru odredene profilakticke
metode koje bi mogle znacajno modificirati ishod lijeCenja pedijatrijskih pacijenata u
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svakodnevnoj klini¢koj praksi. Metode primarne profilakse su ogranicene, iako postoje dokazi
da suplementacija bakterijama Lactobacillus i Bifidobacterium spp. nakon poroda moze
smanyjiti rizik od razvoja astme, neonatalne sepse, pa ¢ak i ispraviti disbiozu kod djece rodene
carskim rezom ili prije termina, ne zna se mnogo o dugoro¢noj u¢inkovitosti ovih mjera te su
potrebna daljnja istrazivanja, a postoji i rizik od razvoja sepse kod primjene probiotika u
nedonoscéadi.(166-168) Osim toga, barem u bliskoj buducnosti, tesko je za ocekivati da ¢e se
svoj novorodenih djeci iz uzoraka krvi utvrdivati citogenetika, u svrhu pronalaska odredenih
mutacija koje predisponiraju za razvoj ALL-a, te se potom toj djeci pokusati utjecati na
imunosni sustav odredenim profilaktickim metodama. Naravno, treba se poticati pravilna
prehrana uz adekvatno dojenje, prikladno socijalno izlaganje djeteta te koriStenje poroda
carskim rezom samo kada postoji ispravna indikacija, ali to je otprilike sve Sto se danas moze
uciniti na razini primarne prevencije. U trenutnoj klinickoj praksi, po mom misljenju, fokus bi
trebao biti na sekundarnoj prevenciji, odnosno modificiranju crijevne flore, kako bismo smanjili
komplikacije vezane uz lijeCenje leukemija. Najjednostavnije mjere, poput individualne
prilagodbe terapije i racionalnog koriStenja antibiotika, ve¢ se sada provode u klinickoj praksi.
Ve¢ sam se prije bavio smjernicama za koriStenje antibiotika i svim potencijalnim Stetnim
posljedicama njihove prekomjerne upotrebe na floru, a sto se individualizacije terapije tice veé
sam spomenuo da odredeni znanstvenici predlazu testiranje na mutacije odredenih
protoonkogena i tumor-supresorskih gena, u svrhu smanjenja intenziteta terapije kod ovih

pacijenata, radi prevencije razvoja sekundarnih neoplazmi.(164)

3.3. Suvremene metode modifikacije crijevne mikrobiote

S druge strane, nove profilakticke metode poput pracenja promjena crijevne flore prilikom
lijecenja radi otkrivanja rizicnih obrazaca, modifikacije prehrane prilikom lijecenja, koriStenja
prebiotika, probiotika i postbiotika te fekalnog transplantata, jo§ su u povojima kod

pedijatrijskih pacijenata. Ve¢ sam napomenuo prednosti enteralne prehrane nad parenteralnom,
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posebno smanjenrizik od pojave GVHD-a, a trenutno su u tijeku i klini¢ka istrazivanja u kojima
se pedijatrijski pacijenti s ALL-om podvrgavaju prehrani na bazi organske hrane bogate
vlaknima koja bi mogla dovesti do povoljnijeg profila mikrobiote u ovih bolesnika.(74)
Prebiotike mozemo definirati kao ,tvari koje mikroorganizmi domaéina selektivno koriste, a
dovode do poboljsanja zdravlja“, a karakterizira ih otpornost na razgradnju i apsorpciju u Gl
traktu, moguénost ulaska u reakcije fermentacije s komenzalima, poticanje rasta komenzala i,
kao §to sam ve¢ spomenuo, poboSljanje zdravlja domacina. U ovu skupinu spadaju
galaktooligosaharidi (GOS), fruktooligosaharidi (FOS), ve¢ spomenuti oligosaharidi ljudskog
mlijeka (HMO), inulin, pektin i mnoge druge molekule. U teoriji, upravo poticanjem rasta
komenzala, a smanjenjem zastupljenosti potencijalno patogenih bakterija, mogli bi smanjiti
rizik od pojave akutnih leukemija i dovesti do smanjenja komplikacija uslijed lijeCenja, a
takoder utjeCu i1 na metabolizam lijekova, imunosni odgovor te pojacavaju proizvodnju
postbiotika, poput SCFA.(169-172) S druge strane, probiotici su zivi mikroorganizmi koji
mogu dovesti do povecanog stvaranja sekretornog lokalnog IgA, povecanog stvaranja AMP-
ova idegradacije mutagena te se takoder mogu kompetitivno natjecati s potencijalno patogenim
bakterijama za adheziju na enterocite, a za neke probiotike se vjeruje da imaju i protuupalna
svojstva. Povezuje ih se sa smanjenim nuspojavama prilikom kemo- i radioterapije, smanjenim
rizikom od infekcije prilikom lije¢enja te brzim oporavkom crijevno-krvne barijere.(170,171)
Postbiotike se definira kao ,,umrtvljene mikroorganizme i/ili njihove dijelove, koji dovode do
poboljsanja zdravlja domacina®, iako ovdje spadaju i metabolic¢ki produkti bakterija te odredene
signalne molekule. U postbiotike ubrajamo vitamine, odredene organske kiseline, SCFA i
triptofan, a mogu djelovati direktno na stanice domacina ili posredno, primjerice mijenjanjem
pH crijeva. Postbiotici djeluju na kompoziciju crijevne flore domacina, a djeluju 1
imunomodulacijski, utjecu¢i na interakcije izmedu flore i domacina.(135,171,173,174) Mislim

da je vazno ponoviti da i prilikom dijagnoze, a i prilikom lijeenja akutnih leukemija, postoji
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znacajno smanjena relativna zastupljenost bakterija koje proizvode SCFA, §to se povezuje s
rizikom od razvoja bakterijemije i sepse, GVHD-a i smanjenim integritetom crijevno-krvne
barijere, a to se objasnjava utjecajem SCFA na gotovo sve stanice imunosnog sustava, kada
prilikom manjka SCFA dolazi do produkcije proupalnih citokina, ali i utjecajem na enterocite,
kada manjak SCFA dovodi do smanjenja proizvodnje proteina koji grade tight junctions izmedu
enterocita, a svime ovime sam se nasiroko bavio ranije u radu.(133,135) Osim toga, triptofan
je takoder izrazito vazan, njegovi metaboliti sudjeluju kao signalne molekule unutar enterocita
prilikom pojacavanja ekspresije gena za protupalne citokine, a manjak njegovog ekstretornog

metabolita 3-indoksil sulfata u urinu moze posluziti kao marker rizika za razvoj GVHD-a.(146)

Iako su istrazivanja na pedijatrijskim pacijentima tek u svojim pocecima, gotovo svi prethodno
nabrojani potencijalno korisni u¢inci pre-, pro- i postbiotika pokazali su se to¢nima i u praksi,
na misjim i odraslim modelima, pa i na drugim malignim bolestima, poput kolorektalnog
karcinoma. Prebiotik inulin u kombinaciji s antraciklinima dovodi do pojac¢ane citotoksi¢nosti
Sto omogucava smanjenje doze citostatika, a osim toga koristenje inulina na mi§jim modelima
povezano je s pove¢anom proizvodnjom SCFA i smanjenim rizikom od metastatske bolesti,
dok se koristenje pektina na misjim modelima povezuje s boljim oporavkom crijevne flore
nakon koristenja metotreksata i smanjenim rizikom od tumorske kaheksije.(175,176) Sto se
probiotika tice, ve¢ postoji par obecavajucih istrazivanja na pedijatrijskim pacijentima. Oralna
suplementacija Lactobacillus spp. povezuje sa smanjenjem nuspojava lije¢enja, poput muénine
i povracanja, a suplementacija Bifidobacterium spp., osim do smanjenja nuspojava lijeCenja,
dovodi do znacajnog smanjenog rizika od infekcija i smanjenja potrebe za koriStenjem
antibiotika prilikom lije¢enja.(171,177) Sto se postbiotika ti¢e, ve¢ sam spomenuo znalaj
SCFA i triptofana, dok su istraZivanja povezana s drugim postbioticima tek u svojim poc¢ecima.
Neka istrazivanja na kulturama leukemijskih stanica pokazuju da bi bakterije koje proizvode

laktat, odnosno njihovi postbiotici poput ornitina, SCFA i drugih baktericidnih tvari, mogli
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djelovati selektivno toksi¢no na stanice leukemije putem raznih mehanizama poput inhibicije
angiogeneze, inhibicije stani¢nog ciklusa i protuupalnog djelovanja. Od postbiotika svakako
vrijedi spomenuti i folat ¢ije se prenatalno koristenje od strane majke u vise studija dovodi u

vezu sa smanjenim rizikom od ALL-a.(171,178,179)

Posljednja metoda sekundarne profilakse kojom ¢u se baviti je koriStenje fekalnog
transplantata. Fekalni transplantat mikrobiote predstavlja noviji nac¢in modifikacije crijevne
flore doma¢ina s disbiozom putem direktnog unosa fekalnog materijala donora. Transplantat
moze biti autologni, kada se koristi feces domacina prikupljen prije nastupa disbioze, ili alogeni,
kada se koristi feces srodnog ili nesrodnog donora, a fekalni materijal moze biti svjez ili moze
biti prethodno zamrznut, u banci fecesa. Budué¢i da srodni donor dijeli odredene genetske
karakteristike, kao i1 na¢in prehrane i okoli§, s primateljem, to moze biti otegotna okolnost,
znaju¢i da je cilj transplantacije izmijeniti floru domacina, a s druge strane autologni
transplantat moze biti izrazito koristan jer omogucava uspostavu crijevne flore koja je sli¢nija
izvornoj flori prije pocCetka lijeCenja, a bez uvodenja novih, potencijalno patogenih
mikroorganizama. Transplantat se moze izvrS$iti putem oralne kapsule, endoskopski, putem
nazointestinalnog tubusa ili putem klizme. Prva indikacija za koju se koristio ovaj vid lijecenja
bila je infekcija bakterijom C.difficile koja se pokazala rezistentna na antibiotike. Kasnije su
indikacije proSirene pa se, znaju¢i da fekalni transplantat moze dovesti do poboljSanja
raznolikosti crijevne flore i do uspostave crijevne homeostaze, danas koristi i za upalne bolesti
crijeva.(180-182) Ve¢ sam naveo da priming terapija, antibiotici, antacidi, nacin prehrane i
brojni drugi ¢imbenici prilikom provedbe HSCT-a dovode do znacajne modifikacije crijevne
flore 1 smanjenja raznolikosti crijevne flore te povecanog rizika od razvoja GVHD-a. Upravo
ove ¢injenice dovele su do hipoteze da bi fekalni transplantat mogao naci svoje mjesto kao
terapijska ili profilakticka metoda u lijeCenju GVHD-a.(132) Danas se fekalni transplantat, u

odraslih 1 pedijatrijskih pacijenata, moZe koristiti terapijski, kao metoda lijecenja rekurentnog

43



ili rezistentnog Gl aGVHD-a, te profilakti¢ki; u svrhu prevencije i smanjenja crijevne disbioze
nakon HSCT-a ili u svrhu dekolonizacije crijeva od ABR bakterija kako bi se sprijecile infekcije
u fazi neutropenije.(181) Postoje eksperimentalni dokazi za u¢inkovitost sve tri indikacije za
FMT u lijecenju GVHD-a, a ja ¢u se fokusirati na profilakti¢ke primjene. Kod pacijenata koji
su primili FMT u svrhu dekolonizacije pokazana je znaajno smanjenja prisutnost ARB-0va,
ilako podaci variraju ovisno o istrazivanju, metodi unosa i vrsti transplantata, a vazno je
napomenuti i da je, ¢ak i kod pacijenata kod kojih nije postignuta dekolonizacija, doslo do
smanjenja ucestalosti razvoja infekcija, smanjenja potrebe za koriStenjem antibiotika i
smanjenjem duljine trajanja hospitalizacije.(183-185) Kod pacijenata kod kojih je FMT
koriSten u svrhu prevencije disbioze 16S rRNA sekvenciranje pokazalo je povecanu
zastupljenost rodova Ruminococcus i Bacteriodes, povecanu zastupljenost AIC te poveéanu
razinu 3-indoksil sulfata u urinu, a svi ovi markeri upu¢uju na pojacan integritet crijevno-Krvne
barijere, smanjen rizik od bakterijemije te smanjen rizik od razvoja GVHD-a.(186,187) Nisu
poznati svi mehanizmi putem kojih FMT dovodi do ovakvih promjena u crijevnoj flori, ali
vjerojatno se radi o kombinaciji kompeticije s potencijalno patogenim bakterijama,
imunomodulatornog djelovanja, metaboli¢kih promjena, poput povecane proizvodnje SCFA, te
poboljsanja integriteta crijevno-krvne barijere.(188) Bitno je napomenuti da tek treba provesti
veca istrazivanja koja usporeduju ucinkovitost razli¢itog broja doza, metoda unosa, vrste
transplantata (svjezi, zamrznuti, autologni ili alogeni), koriStenje antibiotika te podudarnost
davaoca 1 donora u dobi 1 spolu. Neka istraZzivanja pokazala su da koristenje antibiotika prerano
nakon FMT-a moze dovesti do smanjenog trajanja ucinka na crijevnu floru, a podudarnost u
dobi mogla bi biti klju¢na upravo kod pedijatrijskih pacijenata, ¢ija flora se znacajno razlikuje
ovisno o dobi.(181,182,189) Nuspojave prilikom provedbe FMT-a su uglavnom blage probavne
smetnje, poput proljeva i mucnine, no medutim zabiljezene su epizode unosa patogenih

bakterija koje su rezultirale razvojem sepse i smréu. Takoder izrazito rijetko, zabiljezeni su
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slucajevi gdje je neki manje patogeni organizam, npr. Norovirus, blaze ostetio crijevnu stijenku
te doveo do povecane izloZenosti antigena enterocita i posljedi¢no do razvoja GI aGVHD-
a.(181,190,191) Potrebna su veca kohortna istrazivanja na pedijatrijskim pacijentima kako bi
se utvrdila u¢inkovitost i sigurnost FMT-a u ovoj populaciji, ali i dosadasnja istrazivanja su
obecavajuca i ukazuju da je sigurnosni profil FMT-a u djece slican, ako ne i bolji od

sigurnosnog profila u odraslih.(182)

Naposljetku, kao $to sam ve¢ spomenuo, bitno je naglasiti da ¢e u buduénosti veliki znacaj imati
nadzor crijevne flore djece prilikom lijeCenja od akutnih leukemija te prije i neposredno nakon
HSCT-a. Ve¢ sam spomenuo studiju Ingham A. C. i sur. iz 2021. prilikom koje su znanstvenici
u viSe navrata i s viSe mjesta uzimali uzorke flore pedijatrijskih pacijenata, ¢ime su mogli pratiti
oporavak flore nakon HSCT-a, ali i uoditi potencijalan razvoj rizicne konfiguracije flore za
razvoj GVHD-a. Smatram da je ovakav na¢in traganja za rizinim obrascima izrazito vazan, jer
iako je rizik od razvoja ijatrogenih bakterijemija prilikom koristenja probiotika i FMT-a u
imunosuprimiranih pedijatrijskih pacijenata malen, on svakako nije zanemariv, pa stoga

smatram da svakako ove profilakticke mjere ne bi trebalo koristiti olako 1 bespotrebno.
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4. Zakljucak

Sagledavsi sva dosadasnja istrazivanja na pedijatrijskoj populaciji koja su povezala ¢imbenike,
koji utje¢u na razvoj crijevne flore i smanjenje alfa raznolikosti u ranom djetinjstvu (carski rez,
prehrana, primjena antibiotika), s pove¢anom incidencijom akutnih leukemija moze se re¢i da
je crijevna disbioza klju¢ni sekundarni imunosni i metabolicki faktor koji dovodi do razvoja

ishodisnog malignog klona, uz prisustvo prenatalnih mutacija poput ETV6-RUNX fuzije.

Crijevna dishioza dovodi do smanjenja zastupljenosti bakterija proizvoda¢a SCFA znacajnih
za ,,imunosni trening dojenéeta” putem aktivacije imunosnog sustava MAMP-ovima, ali i
putem inhibicije HDAC te regulacijom genske ekspresije. U neutrofilima SCFA dovode do
pada ekspresije gena za TNF-a, NF-kB i smanjenu sintezu NO, a takoder djeluju i na povec¢ano
stvaranje protuupalnih citokina u makrofazima i enterocitima te stvaranje Treg Foxp3+
limfocita. Ovim mehanizmima manjak SCFA dovodi do trajno poviSenih razina proupalnih

citokina, §to se o¢ituje poremecajem V(D)J rekombinacije i stvaranjem ishodi$nog klona.

Crijevna mikrobiota nije vazna samo u etiopatogenezi leukemija, nego je takoder iznimno
vazan ¢imbenik prilikom lijeCenja, pri ¢emu biva modificirana i naruSena uslijed koriStenja
antibiotika i kemoterapeutika, a pojava disbioze moze se Koristiti i kao prediktivni faktor
brojnih klinic¢kih entiteta koji se mogu pojaviti prilikom lijeCenja poput bakterijemije uslijed

ostecenja crijevno-Kkrvne barijere, intestinalnog mukozitisa te pojave GVHD-a uslijed HSCT-a.

Praéenje smanjenja alfa raznolikosti prilikom lijeCenja te uocavanje obrazaca koji ukazuju na
lo§ integritet crijevno-krvne barijere (niska razina 3-indoksil sulfata u urinu, smanjena razina
AIC, manjkav profil Bacteriodes spp.) moze ukazati na prijeteci rizik od ranije navedenih
komplikacija lijeCenja dok modifikacija ovih faktora putem pre-, pro- i postbiotika te FMT-a
ima ve¢ dokazani potencijal u prevenciji ovih komplikacija te ¢e u buducénosti zasigurno

predstavljati znacajan segment u algoritmu lijeCenja i pracenja djecjih leukemija.
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