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1. Uvod

Americki institut za zdravlje definira astmu kao “Kroni¢ni upalni poremecaj disnih puteva,
u kojemu ulogu imaju mnoge stanice i stani¢ni elementi: mastociti, eozinofili, T- limfociti,
makrofagi, neutrofili i epitelne stanice. Kod podloznih pojedinaca ova upala uzrokuje periodicke
epizode (napadaje) teskog disanja, ostajanja bez daha i stezanja u prsima posebice nocu i rano
ujutro. Ovi napadaji su obi¢no povezani s rasirenim, ali varijabilnim smetnjama u protoku zraka
koje su Cesto reverzibilne s ili bez tretmana. Upala takoder uzrokuje asocirani porast u postojecoj
hiperreaktivnosti bronha na mnoge razli¢ite agense.” (Mims, 2015) Usprkos velikim napretcima u
podru¢ju medicine, navedena definicija astme je po mnogo ¢emu veoma slicna originalnoj
definiciji koju je jo$ 1860. godine postavio londonski lije¢nik Henry Hyde Salter. Prema njemu
astma je “Paroksizmalna dispneja svojstvenih karakteristika s intervalima zdrave respiracije
izmedu napadaja.” (Holgate, 2011) Dok obje definicije jasno izlazu simptome astme niti jedna
strogo ne definira njen uzrok. Razlog tomu je $to je astma veoma heterogeni dis$ni poremecaj s
velikim brojem genskih i okoli$nih uzroka ¢iji utjecaj i interakcije nisu u potpunosti poznate. (Slika
1.) (Mims, 2015).
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Slika 1. Genski i okolisni faktori koji uvjetuju astmu. Preuzeto iz Legatzki i sur., 2014,



Studije u predskolske djece su pokazale da je astma nasljedna u ¢ak 60-70% slucajeva
(Melén i Pershagen, 2012). Sumnja se da na vjerojatnost dobivanja astme utje¢e preko 100
razlicitih gena podijeljenih s obzirom na funkciju na regulatore prirodene imunosti, gene ukljucene
u diferencijaciju i aktivnost Th2 pomoé¢nih T limfocita, gene uklju¢ene u mukoznu imunost,
funkciju pluca, remodeliranje di$nih puteva i jacinu astme. (Ober i Hoffjan, 2006) Ipak, na primjeru
jednojajéanih blizanaca znamo da astma nije iskljuc¢ivo genetski uvjetovana, ve¢ da postoje i neki
okolisni utjecaji koji utjecu na njen razvoj. Okoli$ni utjecaji za koje se sumnja da utjecu na jakost
astme ukljuCuju izlaganje duhanu, oneciS¢enje zraka, izlozenost 0zonu, unos vitamina D,
prehrambene navike i mikrobiota na koju ¢e se ovaj rad fokusirati. (Mims, 2015). Pojam
“mikrobiota” se odnosi na skup svih mikroorganizama prisutnih u nekom odredenom okoliSu.
(Marchesi i Ravel, 2015). Ovaj pojam se nekada koristi sinonimno s pojmom “mikrobiom” koji je
uze definiran kao skupina gena i genoma ¢lanova mikrobiote, ili ponekad kao sveobuhvatni pojam
koji ukljucuje staniste, mikroorganizme, njihove gene i okolisne uvjete. (Marchesi i Ravel, 2015).
Razvitak metoda sekvenciranja nove generacije je omogucio jeftinije i opseZnije proucavanje
sastava mikrobiote te prepoznavanje novih mikrobnih vrsta ukljucuju¢i one koje trenutno nije
moguée uzgojiti u kulturi. (Stewart, 2012) Kako bi se bolje razumio sastav ljudskog mikrobioma i
njegov utjecaj na zdravlje pokrenut je projekt ljudskog mikrobioma, kao nastavak na projekt

ljudskog genoma. (Turnbaugh i sur., 2007)

2. Tipizacija i imunologija astme

Cinjenica da na pojedine tretmane lije¢enja astme pozitivno odgovara mali udio astmaticara
sugerira da postoje mnoge razliCite “varijante” astme koje je na neki nain potrebno pravilno
klasificirati. (Holgate, 2011) Tradicionalna tipizacija astmu dijeli na fenotipove s obzirom na
klinicke karakteristike, dob pocetka simptoma, komorbiditete i odgovor na lije€enje. Moderniji
pristup ukljucuje tipizaciju astme na ‘“endotipove”, definirane kao podtipovi poremecaja
karakterizirani odredenim funkcionalnim ili patofizioloskim mehanizmima. (Svenningsen i Nair,

2017) Pregledom literature jasno je da koncenzusa o podjeli astme na endotipove nema.

Tri najéesc¢e spominjanja endotipa su takozvani Th2"9" Th2/°" i Th1/Th17 endotip. (Rivas
i sur., 2016) Th2"9" endotip karakterizira pojadana aktivacija B-limfocita, eozinofila i Th2
pomo¢nih T-limfocita te produkcija veéih koli¢ina IL-4 i IL-13. (Wenzel i sur., 1999) Ljudi koji

boluju od alergijske astme najéesée pokazuju Th2"9" endotip te su se terapijske strategije s ciljem
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blokiranja IL-4 i IL-13 signalizacije (Dupilumab i Lebrikizumab) pokazale uspje$Snim u
poboljsavanju klini¢kih aspekata Th2"9" endotipa (Rivas i sur., 2016). Th2"9" endotip, odnosno
endotip alergijske astme, je u literaturi dobro okarakteriziran, medutim situacija s nealergijskom
astmom nije toliko jasna. Rivas i sur., definiraju Th2'°" endotip kao alergijsku astmu s preniskom
aktivacijom istih tipova stanica i preniskom sekrecijom svih istih citokina kao kod Th2"9" endotipa,
a Th1/Th17 endotip definiraju kao ovisan o zagadenju zraka, otporan na tretman steroidima s
poveéanom aktivacijom neutrofila, makrofaga i Thl7 T-pomoc¢nih stanica te povecanom
sekrecijom 1L-17 citokina. Kao primjer drukéije definicije, Svennigsen i Nair (2017.) Th2'oW
endotip karakteriziraju poja¢anom neutrofilnom ili paucigranulocitnom (bez povecane aktivacije
granulocita) upalom. Svakako postoji potreba za striktnijim, opcéeprihva¢enim Kategorijama za
tipizaciju astme kako bi se okolis$ni i genski utjecaji mogli staviti u pravilan kontekst, medutim
podjela na Th2"9" Th2'°" i Th1/17 endotip je najéeséa u istrazivanjima utjecaja mikrobiote. (Slika
2.)
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Slika 2. Uobicajena podjela astme na endotipove s pripadaju¢im imunoloskim karakteristikama.

Preuzeto iz Rivas i sur., 2016.



3. Rano izlaganje mikrobioti u razvoju astme

Velik porast u broju sluéajeva astme u industrijaliziranim drustvima u odnosu na manje
ekonomski razvijena druStva nuzno navodi na utjecaj okoli$nih faktora u razvoju astme. (Slika 3.)
(Rivas i sur., 2016). Prema takozvanoj “Hipotezi higijene” izlaganje Sirokom spektru bakterija,
arheja, protista i drugih mikroba u ranom djetinjstvu moze smanjiti rizik za nastanak alergije i

astme. (Carr i sur., 2019) Ova tvrdnja je potvrdena u mnogim studijama.
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Slika 3. Okolisni 1 genski utjecaji na razvoj astme. Preuzeto iz Rivas i sur., 2016.

Usporedujuéi stopu astme medu populacijama sa razlicitim ekonomskim prilikama i
mikrobnom zagadenos¢u vode u pograni¢nom podrucju Rusije i Finske pokazano je da djeca iz
Finske ucestalije obolijevaju od astme. (Ruokolainen i sur., 2017) Amiske i Huteritske zajednice
SAD-arazlikuju se u koristenju mehanizacije za poljoprivredne potrebe. lako obje populacije imaju

sli¢nu gensku podlogu i standard Zivljenja, kod Huterita je uo¢eno do 6 puta vise slu¢ajeva astme,
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Sto korelira sa ve¢om izlozeno$¢u amiskih zajednica endotoksinima. (Frati i sur., 2019) Koristeci
ekstrakte iz uzoraka kucne prasSine, na mi§jim modelima je pokazano da ekstrakti dobiveni iz
uzoraka amiske praSine Stite od alergijske upale disnih puteva. (Stein i sur., 2016) Postoje
indikacije da izlaganje bakterijama i njihov utjecaj na razvoj astme moze poceti ve¢ unutar
maternice (Aagaard i sur., 2014) i da fizicki rad u poljoprivredi za vrijeme trudnoce korelira sa
poveéanom aktivnoséu regulatornih T stanica (Treg) | SManjenom sekrecijom Th2 citokina. (Schaub
i sur., 2009) Nadalje sam nacin poroda ima znatan utjecaj na razvoj mikrobiote u ranom djetinjstvu.
Djeca rodena carskim rezom imaju veci rizik za obolijevanje od alergijskih bolesti i astme (Renz-
Polster i sur., 2005) i pokazuju ranu mikrobiotu sli¢niju onoj maj¢ine koze s dominantnim vrstama
skupina Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter i Enterococcus u odnosu na djecu rodenu na
normalan nac¢in kod kojih je dominantna vrsta Escherichia coli (Dominguez-Bello i sur., 2010;
Stokholm i sur., 2016) . Osim ovih, za mnoge druge ¢imbenike u ranom djetinjstvu kao $to su
dojenje maj¢inim mlijekom, prehrana bogata maséu i siromasna vlaknima te uporaba antibiotika
se pokazalo da koreliraju s pojavom astme. (Frati i sur., 2019; Rivas i sur., 2016) Nadalje, osim
direktnih utjecaja bakterijskih zajednica i akutne respiratorne infekcije u ranom zivotu uzrokovane
virusima kao $to su humani rhinovirus ¢ (HRV-C) i respiratorni sincitijalni virus (RSV) su jedan
od rizi¢nih faktora u razvoju astme. UoCeno je da sastav mikrobiote di$nih puteva u vrijeme
infekcije gornjih diSnih puteva odreduje hoce li se infekcija prosiriti u niZe diSne puteve, uzrokovati
upalne simptome i pridonijeti riziku stjecanja astme. (Slika 4) (Teo i sur., 2015) PredloZeno je i
medudjelovanje antibiotika sa pluénim infekcijama gdje koriStenje antibiotika selektira za bakterije
povezane s upalnim odgovorom pri ¢emu antibiotici indirektno pridonose razvoju astme. (Teo i
sur., 2015) Posto okoli§ moze posebice utjecati na sastav mikrobiote pluca i probavnog sustava,
asocijacije izmedu pojave astme i promjene u sastavu pluéne i probavne mikrobiote je potrebno
pomno istraziti. Prvih 100 dana zivota je nazvano “kriti¢cnim okvirom” u kojemu mikrobijalna

dishioza ima velik utjecaj na stvaranje IgE povezane astme. (Frati i sur., 2019)
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Slika 4. Utjecaj plu¢ne mikrobiote na razvoj pluénih virusnih infekcija u ranom djetinjstvu i

daljnji razvoj astme. Preuzeto iz Teo i sur., 2015.

Jedna od teorija postanka alergijske astme koja je Cesta u kontekstu utjecaja mikrobiote je
o balansu izmedu Th1/Th17 i Th2 imunosnog odgovora. Nakon rodenja, nativni imunosni sustav
je sklon vise u korist Th2 odgovora, a izlaganjem okoli$nim uvjetima dolazi do pojacavanja
Th1/17 signala. Pretpostavlja se da okoli$ni uvjeti, zajedno s podlozno$¢u uvjetovanom genima
dovode do toga da se proces pojacavanja Th1 odgovora kod astmati¢ara ne dogodi ili umanji.

(Barnes i Drazen, 2002)

4. Pluéna mikrobiota u astmi

Dugo vremena se pogre$no smatralo da su zdrava pluca sterilna te da tijekom pluc¢ne
infekcije infektivni organizmi koloniziraju inace sterilno plué¢no tkivo. (van Woerden i sur., 2013)
Moderne tehnike sekvenciranja temeljene na 16S rRNA su uspjele dokazati prisutnost mikrobiote
u zdravim plu¢ima i njenu topografsku raspodjelu pri ¢emu se biomasa mikrobiote smanjuje od
gornjih diSnih puteva prema donjim (Rivas i sur., 2016). Procjenjuje se da je po centimetru
kvadratnom pluéne povrSine moguce pronaci vise od 200 bakterijskih genoma (Carr i sur., 2019).
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Jedan od velikih problema u karakterizaciji pluéne mikrobiote je manja brojnost bakterijskih
zajednica u odnosu na druge organe zbog ¢ega vrlo lako moze do¢i do zagadenja uzoraka prilikom
uzorkovanja. (Salter i sur., 2014). Dok studija koje proucavaju povezanost sastava mikrobiote s
pojavom i razvojem astme kod ljudi ima mnogo (Teo i sur., 2015), vecina studija koja proucava
mehanizme kojima mikrobiota utje¢e na astmu koriste misje modele. (Carr i sur., 2019) Mnoge
studije su uocile razlike kako izmedu zdrave i astmati¢ne mikrobiote (Legatzki i sur., 2014), tako
i medu samim endotipovima astme. (Goleva i sur., 2013) Prisutnost pluéne mikrobiote tijekom
prvih tjedana Zivota miSeva je klju¢na u prevenciji eozinofilije, produkcije citokina povezanih s T2
imunosnim odgovorom i pojave hipersenzibilnosti zra¢nih puteva, usprkos prisutnosti velike
koli¢ine T regulatornih stanica. Uocena je i vremenska sukcesija pri ¢emu su u prvim tjednima
prisutni razredi Gammaprotebacteria i Firmicutes, koji kasnije daju prioritet Bacteroidetes.
(Gollwitzer i sur., 2014) U studiji na 234 djece ustanovljeno je da zZdrijelo zdrave djece posjeduje
relativno jednostavnu mikrobiotu sa 6 rodova bakterija — Haemophilus, Streptococcus, Moraxella,
Staphylococcus, Alloiococcus i Corynebacterium. U sukcesiji bas kao i u prije spomenutom misjem
modelu cesti ¢lanovi kozne mikrobiote Staphylococcus ili Corynebacterium su ¢inili inicijalnu
mikrobiotu zdravih pluc¢a nakon ¢ega je uslijedila stabilna kolonizacija s Alloiococcus ili
Moraxella. Kraca razdoblja pojavljivanja rodova Streptococcus, Haemophilus i Moraxella bili su
popraceni simptomima akutne di$ne infekcije. (Teo i sur., 2015) Sukcesija mikrobiote je uocena i
u studiji Bisgaard i suradnika (2007.) gdje je u dobi od mjesec dana 61% djece bilo zarazeno sa
Staphylococcus aureus, a 21% s Moraxella catarrhalis, Haemophilus influenzae i Staphylococcus
pneumoniae, $to se s 12 mjeseci obrnulo na 71% djece kolonizirano s S. pneumoniae, M.
catarrhalis i H. influenzae, te tek 13% koloniziranosti sa S. aureus. (Stokholm i sur., 2018)
Bogatstvo mikrobnih taksona je opcenito veée kod astmatiCara s posebnim naglaskom na
Proteobacteria. (Legatzki i sur., 2014) Goleva i suradnici (2013) su 16S rRNA sekvenciranjem
uzoraka bronhoalveolarnog ispiranja, bronhoskopske tehnike za analizu perifernih dijelova
plu¢nog parenhima, otkrili razlike izmedu zdravih ispitanika i ispitanika s astmom otpornom na
kortikosteroide (CR, engl. Corticosteroid resistant) ili astmom osjetljivom na kortikosteroide (CS,
engl. Corticosteroid sensitive). Ispitanici s CR i CS astmom su imali pove¢anu brojnost bakterijskih
rodova Prevotella i Veillonella i koljena Actinobacteria i Proteobacteria te smanjeni broj koljena
Fusobacteria.  Moraxella catarrhalis i Haemophilus influenzae, oboje clanovi

Gammaproteobacteria, su asocirani sa Th1/17 neutrofilnim endotipom astme u nekoliko studija.



(Green i sur., 2014; Hilty i sur., 2010; Legatzki i sur., 2014; Taylor i sur., 2018) M. cattarhalis je
sposobna stvarati biofilmove koji nude zastitu od vanjskih utjecaja i antibiotika $to je predlozeno
kao razlog njene kokolonizacije s H. influenzae. (Teo i sur., 2015) H. influenzae je povezan i s
teSkim disanjem kod novorodencadi (Legatzki i sur., 2014), jakom astmom (Green i sur., 2014) i
otporno§¢u na tretman kortikosteroidima. (Goleva i sur., 2013) Osim ove dvije navedene vrste iz
koljena Proteobacteria u donjim disnim putevima su uocena i koljena Firmicutes, Actinobacteria,
Fusobacterium i Bacteroidetes. (Rivas i sur., 2016) Koljena Bacteroidetes, Firmicutes i
Actinobacteria su obi¢no povezana sa zdravom pluénom mikrobiotom (Huang i sur., 2015;
Stiemsma i Turvey, 2017) kao §to je slucaj s rodovima Porphyromonas, Streptococcus, Gemella
(Taylor i sur., 2018), Prevotella, Veillonella (Hilty i sur., 2010) i Lactobacillus. (Durack i sur.,
2017) Osim bakterijske mikrobiote i neke fungalne vrste pokazuju asocijaciju s astmom.
Malassezia pachydermatis, Termitomyces clypeatus i Psathyrella candolleana, svi pripadnici
Basidiomycota, su uoceni U sputumu iz disnih puteva astmaticara. (van Woerden i sur., 2013)
Zanimljivo je da ove vrste nisu Ceste u uzorcima zraka pa je mogucée da je razlog za njihovo
uspjesno uspostavljanje u tome Sto uspostavljaju zajednice s nekim bakterijskim vrstama

asociranim s astmom. (Zhang i sur., 2017)

PredloZeno je mnogo mehanizama na koji nacin pluéna mikrobiota utjece na razvoj astme.
Stiemsa i suradnici (2017.) su pokazali da administracija E. coli u pluéa miseva inducira yoT
stanice, smanjuje aktivaciju pluénih dendritickih stanica i smanjuje produkciju Th-2 citokina sto je
vodilo smanjenju alergijske upale. Aktivacija ili represija ekspresije gena je jedan od mogucih
nacina na koji bakterije mogu modulirati imunosni odgovor. Actinobacteria su asocirane s
ekspresijom gena FK506 vezujuéi protein 5 (FKBP5, engl. FK506 binging protein 5),
imunoregulacijskog proteina koji je asociran s CR astmom pa je predloZena njegova uporaba kao
biomarker za predvidanje rezistencije na tretman kortikosteroidima. (Huang i sur., 2015) H.
parainfluenzae moze aktivirati TGF-f aktiviranu kinazu 1 (TAK1), medijatora u signalizaciji TGF-
B signala, putem toll-u sli¢nih receptora (TLR, engl. Toll-like receptor) koji korelira s CR astmom.
Supresija TAK1 je uspjela povratiti osjetljivost na kortikosteroide u kulturi stanica krvnih monocita
kod ljudi koji boluju od CR astme, stoga je potencijalno moguce iskoristiti supresiju TAKI u
terapeutske svrhe. (Goleva i sur., 2013) Fusobacterium i Haemophilus induciraju ekspresiju
mucina MUCS5AC u vréastim stanicama di$nih puteva (Durack i sur., 2017), a pretjerana sekrecija

mukoze je povezana s kroni¢nim opstruktivnim pluénim bolestima. (G. Wang i sur., 2012) Prijelaz
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mikrobiote iz one dominirane s Gammaproteobacteria i Firmicutes u Bacteriodetes je kod miSeva
asociran sa smanjenim odgovorom na aeroalergene i pojavom specificnih Treg stanica koje
zahtijevaju interakciju s ligandom programirane smrti 1 (PD-L1, engl. Programmed death ligand
1) za razvoj. Blokada ekspresije PD-L1 ili odsutnost mikrobiote kod neonatalnih miseva su o¢uvali

pretjerani odgovor na aeroalergene i u odrasloj fazi Zivota. (Gollwitzer i sur., 2014)

Mnogi metaboliti i membranske komponente bakterija su asocirane s razli¢itim
endotipovima astme. Neutrofilna (Th1/17) upala je asocirana s vis§im razinama lipopolisaharida
(LPS). (Green i sur., 2014) Kod CR pacijenata uocene su ekspanzije vrsta koje proizvode visoko
endotoksi¢ne strukture lipida A s kratkim lancima, dok su CS pacijenti imali ekspanzije u vrstama
koje proizvode strukture lipida A s dugackim lancima koje imaju nisku endotoksi¢nu aktivnost.
(Goleva i sur., 2013) Glikosfingolipidi prisutni u stani¢noj membrani Sphingomonadaceae, ¢ija
pojava korelira s eozinofilnom astmom, mogu aktivirati prirodno ubilacke T stanice (NKT, engl.
Natural killer T-cells) na proizvodnju Th2 citokina i moguée poti¢u Th2"9" endotip astme. (Durack
i sur., 2017) Actinobacteriae su povezane s poboljSanjem i stabilizacijom astme i produciraju
mnoge sekundarne metabolite s antimikrobnim i protuupalnim svojstvima. (Huang i sur., 2015)
PredloZeno je da ¢lanovi astmati¢ne mikrobiote di$nih puteva pridonose alergijskoj astmi tako Sto
metaboliziraju prisutne masne kiseline kratkog repa (SCFA, engl. Short chain fatty acid) s
protuupalnim svojstvima i tako smanjuju kapacitet za supresiju imunolo$kog odgovora na
aeroalergene i patogene. (Durack i sur., 2017) Izgledno je da bilo kakvom tipu astme ili pojavi
astme pridonosi vise razli¢itih ¢lanova mikrobiote pluca te je osim asocijacija pojedinih vrsta s

pojavom astme potrebno prouciti i njihovo medudjelovanje u kontekstu pluénog sustava. (Slika 5.)
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Preuzeto iz Zhang i sur., 2017.

5. Crijevna mikrobiota u astmi

Mikrobiota ljudskog probavnog sustava je raznolika i sastavljena od vise od 100 trilijuna
pojedinih mikroorganizama. (Rinninella i sur., 2019) Dok ljudski genom sadrzi oko 23000 gena za
mikrobiom ljudskog crijeva se procjenjuje da sadrzi vise od tri milijuna gena (Valdes i sur., 2018),
stoga nije tesko zamisliti da ovo mno$tvo gena moze imati znatan utjecaj na ljudsko zdravlje. (Slika
6.) Jedna od poteskoca u istrazivanju sastava crijevne mikrobiote je $to razli¢iti okolisi unutar
crijeva posjeduju vlastiti sastav mikrobiote. Vecina studija istrazuje kako mikrobiota lumena
crijeva korelira s pojavom astme gledajuci sastav fekalne mikrobiote, medutim sastav zdrave
mikrobiote varira ne samo izmedu vec¢ih anatomskih cjelina probavnog sustava kao $to su tanko
crijevo (dominiraju Firmicutes i Proteobacteria) i debelo crijevo (dominiraju Bacteroidetes i
Firmicutes), nego i izmedu raznih mikrookoli$a unutar crijeva kao §to su crijevne kripte, unutarnja

i vanjska mukoza i lumen crijeva. (Slika 7.) (Donaldson i sur., 2016)
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Bakterije crijevne mikrobiote medudjeluju s domac¢inom na razne nacine, samo svojim
brojem predstavljaju najvece optere¢enje imunoloSkom sustavu, metabolic¢ki Su raznovrsne, a
njihovi metaboliti prelaskom iz crijeva u krv mogu djelovati na udaljene organske sustave.
(Weiss, 2011) Prehrana se pokazala kao jedan od najutjecajnijih faktora na sastav crijevne
mikrobiote. (Singh i sur., 2017) Promjenom prehrane sastav crijevne mikrobiote se moze
promijeniti ve¢ unutar 24 sata. (David i sur., 2014) De Filippo i suradnici (2010.) su usporedivali
sastav crijevne mikrobiote izmedu djece iz Burkine Faso, ¢ija prehrana obiluje vlaknima, i djece
iz Italije s tipi¢cnom zapadnom prehranom. Crijevna mikrobiota djece iz Burkine Faso je
sadrzavala znatno viSe bakterija iz rodova Prevotella i Xylanibacter, koje imaju sposobnost
razgradnje celuloze i ksilana te je slijedom toga kod djece iz Burkine Faso pronadeno znatno vise
masnih kiselina kratkih lanaca (SCFA, engl. Short chain fatty acids), nego kod talijanske djece.
SCFA su ukljuceni u stani¢nu signalizaciju kroz G-protein vezane receptore (Carr i sur., 2019), te
imaju sposobnost inhibicije histonskih deacetilaza. (Thorburn i sur., 2015) Kod miseva s HDAC9
" (Histonska de-acetilaza 9) genotipom je pokazano da su bili otporni na razvoj alergijskih
bolesti disnih puteva, a jednak u¢inak je uocen kod prehrane bogate acetatima kod koje dolazi do
acetilacije Forkhead box P3 (Foxp3) promotora, vjerojatno preko inhibicije HDAC9. Foxp3 je
kljucan regulator u razvoju Treg stanica (Thorburn i sur., 2015). Acetat, butirat i propionat
podrzavaju integritet epitelnih stanica crijevna i induciraju razvoj Treg stanica. (Carr i sur., 2019)
Niske razine acetata su uoc¢ene kod tri mjeseca stare djece s alergijskim simptomima i oteZanim
disanjem (Arrieta i sur., 2015), a kako acetat moze prolaziti kroz posteljicu predloZeno je da
prehrana majke moze imati ulogu u razvoju astme jos za vrijeme trudnoce. (Slika 8.) (Thorburn i

sur., 2015)
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Preuzeto iz Throburn i sur., 2015.

Kao i kod plu¢ne mikrobiote ¢ini se da postoji takozvani “kriti¢ni okvir” u prvih 100 dana
zivota u kojemu crijevna disbioza trajno pridonosi atopiji i astmi. Suplementacija s Lactobacillus
rhamnosus kod djece s visokim rizikom od astme rezultira porastom u koli¢ini antiupalnih lipida,
ali ne odgada usporeni razvoj mikrobiote uocen kod ispitanika suplementiranih s placebom.
(Durack i sur., 2018) Za rodove Faecalibacterium, Lachnospira, Veilonella i Rothia su uo¢ene
redukcije kod astmati¢ne djece. Tretman mjeSavinom ovih Cetiri rodova moze uspjesno smanjiti
upalu disnih puteva kod bakterijski sterilnih miseva stimulacijom Treg i IL-12 dendriti¢kih stanica
koje umanjuju Th2 imunoloski odgovora. Odgovornim za ove ucinke se smatra rod Veilonella,
jedan od rijetkih proizvodaca lipopolisaharida u ranom zivotu. (Arrieta i sur., 2015) Oralna
inokulacija miSeva specificnim sojevima Clostridium moze pruziti okolis bogat s TGF-f i utjece
na broj i funkciju Foxp3+ Treg stanica, Sto rezultira otpornosc¢u na sistemske IgE odgovore kao §to
je astma. (Atarashi i sur., 2011) Sli¢an ucinak je pokazan i za suplementaciju s Lactobacillus reuteri
na odraslim miSevima $to suprotno teoriji o “kriticnom okviru” govori da barem neke vrste imaju
povoljni uc¢inak i u odrasloj dobi. (Karimi i sur., 2009) Utjecaj brace i sestara u obitelji je takoder

pokazan. Djeca iz kucanstva s bratom ili sestrom pokazuju relativno vise Faecalibacterium u
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cijevnoj mikrobioti. (Laursen i sur., 2015) Faecalibacterium prausnitzii i Clostridium eutactus,
oboje proizvodaci butirata, su pronadeni u nizim koli¢inama kod astmati¢ara (Q. Wang i sur.,
2018). F. prausnitzii je razgradiva¢ prehrambenih vlakana inulina i pektina (Lopez-Siles i sur.,
2012), $to se moze povezati s prijaSnjom teorijom o manjku vlakana u prehrani kao jednim od
rizi¢nih faktora za astmu. Nasljedni efekt na mikrobiotu je uocen kod djece majki s atopijom, za
koje je u jednoj studiji uoceno da su jedina kolonizirana s Bifidobacterium adolescentis, medutim
sa znatno manje Bifidobacteria ukupno. (Hevia i sur., 2016) Dodatne modifikacije crijevne
mikrobiote su uocene 1 u ovisnosti o spolu i tjelesnoj tezini majki. Novorodencad Zena s astmom
posjeduju manje ¢lanova roda Lactobacillus u crijevima s 3 do 4 mjeseca, a ako su majke ujedno i
pretile uocen je dodatan spolno ovisan efekt. Kod muske djece rod Lactobacillus je bio dodatno
reduciran u crijevnoj mikrobioti dok se mikrobiota zenske djece obogatila s obitelji Bacteriodaceae.
(Koleva i sur., 2017) Fujimura i sur. su identificirali nekoliko razli¢itih “tipova” mikrobiote u dobi
od 3 mjeseca koji su se razlikovali po riziku za astmu. Najrizi¢nija skupina (NGM3) je imala nize
razine Bifidobacterium, Akkermansia i Faecalibacterium i crijevni metabolom obogacen pro-
upalnim metabolitima, a uzorak fekalne vode je mogao inducirati proizvodnju IL-4 i proliferaciju
Th2 stanica. Sto se ti¢e fungalne mikrobiote, kod djece s rizikom za astmu je uo&en velik porast u
brojnosti vrsta iz roda Candida i smanjenje brojnosti vrsta iz rodova Malassezia i
Saccharomycetales u odnosu na djecu s niskim rizikom za astmu. (Fujimura i sur., 2016) Prehrana
Cak ima i ulogu u ekspresiji gena u plu¢ima. Prehrana obilata vlaknima dovodi do smanjene
ekspresije transkripata Natriuretickog peptida A (Nppa) u plu¢ima. Polimorfizmi u Npaa genu su

povezani s astmom kod ljudi. (Thorburn i sur., 2015),

Ipak, na ljudsko tijelo ne mozemo gledati kao pasivno. Kod djece s alergijama i astmom je
uoceno da imaju nizu proporciju IgA vezanih za fekalne bakterije s 12 mjeseci, a uocene su i razlike
u metama IgA odgovora i uzorcima prepoznavanja IgA. IgA zdrave djece nisu vezali proizvodace
butirata Faecalibacterium i Bacteroidetes, dok IgA astmati¢ne djece jest. (Dzidic i sur., 2017) Neke
studije su pokazale da niti jedan pojedini ¢lan mikrobiote nije 0dgovoran za nastanak astme, ve¢
da je ukupna raznolikost bitan faktor, gdje je niska raznolikost u ranom zivotu asocirana s pojavom
astme. (Abrahamsson i sur., 2014) lako ove studije predlazu razne uzroke za mikrobijalnu disbiozu
kod astmaticne djece, Cesto su ograni¢ene malom veli¢inom uzoraka, nedovoljno dobrom
procjenom kompozicije mikrobiote i loSom kvantifikacijom determinanti koje utje¢u na sastav

mikrobiote (naprimjer prehrana). (Ly i sur., 2011) Isto tako potrebno je zapitati se je li na¢in na
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koji razmiSljamo 0 utjecaju mikrobiote na postanak astme tocan. Dok veéina predlaze da
mikrobiota utjece na nastanak alergijske astme tako S$to povecava reaktivnost organizma na
alergene, neki predlazu da je pretjerana reakcija na aeroalergene zapravo posljedica smanjenog
imunostatskog kapaciteta organizma uzrokovanog mikrobijalnom disbiozom. (Johnson i Ownby,
2016)

6. Terapeutici za astmu bazirani na mikrobioti.

Moderne metode lijeCenja astme ukljucuju primjenu antagonista receptora za leukotriene,
inhaliranih kortikosteroida, kratkotrajnih agonista -2 receptora, oralnih kortikosteroida i razne
druge. (Slika 9.) (Arakawa i sur., 2020) Iako uspjeSne, trenutaéne metode lijeCenja astme se
uglavnom ogranicavaju na lijeCenje simptoma astme, odnosno na umirivanje astmati¢nih epizoda.
Utjecaj mikrobiote se prouc¢ava ne samo u pogledu potrage za novim terapeuticima, nego i u
kontekstu toga kako terapeutici koji se trenutno koriste utjeCu na mikrobiotu te kako na temelju tih

saznanja mozemo na pozitivan nacin utjecati na mikrobiotu s ciljem sprjeavanja astme.

6.1. Makrolidi
Jedna od strategija u lijecenju astme ukljucuje primjenu antimikrobnih tvari i cjepiva koje

ciljano smanjuju kolonizaciju patogenima koji poticu astmu uz neke druge beneficijalne ucinke.
Makrolidi su klasa antibiotika za koje se na misjim modelima steroidno-otporne astme pokazalo
da posjeduju antimikrobna i protuupalna svojstva. (Essilfie i sur., 2015) Kod odraslih ljudi s
astmom dugoro¢na terapija makrolidom azitromicinom moze smanjiti jacinu napadaja astme
neovisno o fenotipu, nacinu administracije i drugim faktorima. (Gibson i sur., 2017) Za
kratkoro¢nu terapiju azitromicinom je pokazano da utjece na broj bakterijskih vrsta, povecavajuci
broj Anaerococcus i smanjuju¢i broj Pseudomonas, Haemophilus i Staphylococcus, cestih
respiratornih patogena koji su ranije spomenuti. (Slater i sur., 2014) lako je uocen pozitivan utjecaj
azitromicina na astmu i utjecaj na mikrobiotu, nije jo$ jasno kakva je uzro¢no-posljedi¢na veza
ovih ucinaka. Osim ciljanja bakterijskih patogena, postoje dokazi i o ucinkovitosti cjepiva protiv

gripe u smanjivanju napadaja astme. (Vasileiou i sur., 2017)

6.2. Probiotici

Probiotici su mikroorganizmi za koje se smatra da imaju pozitivan u¢inak na zdravlje tako

$to mijenjaju sastav probavnog sustava. (de Vrese i Schrezenmeir, 2008) Najcesce istrazivani
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probioticki bakterijski rodovi su Lactobacillus i Bifidobacteria. (Elazab i sur., 2013) Probiotici se
najéeS¢e uzimaju oralno, suplementacijom mlije¢nim proizvodima koji ih sadrze ili u obliku
kapsula. Pokazano je da kolonizacija s Lactobacillus casei, L. paracasei i L. rhamnosus u ranom
zivotu smanjuje rizik za razvojem alergijskih bolesti. (Johansson i sur., 2011) Suplementacija s L.
gasseri A5 kroz 8 tjedana pozitivno utjeCe na simptome kod djece Skolske dobi s alergijskim
rinitisom 1 astmom. (Chen i sur., 2010) Suplementacija s kombinacijom L. acidophilus, L.
delbrueckii subsp. Bulgaricus i Bifidobacterium bifidum smanjuje broj napadaja astme kod djece
nakon 12 tjedana primjene. (Gutkowski i sur., 2010) Izlaganje miSeva ku¢noj prasini obogacuje
probavnu mikrobiotu s L. johnsonii §to rezultira povec¢anom aktivacijom specifiénih Treg stanica
I smanjenom ekspresijom Th2 citokina. (Fujimura i sur., 2014) Ipak nemaju svi ¢lanovi roda
Lactobacillus povoljan u¢inak na astmu. Suplementacija s jogurtom koji sadrzi L. acidophilus
nema nikakav u¢inak na funkciju pluc¢a kod astmati¢ara (Wheeler i sur., 1997), a isto je uoceno i
za L. casei (Helin i sur., 2002) i L. rhamnosus (Giovannini i sur., 2007). Iz ovih podataka moze se
zakljuciti da beneficijalan u¢inak probioti¢kih bakterija uglavnom ovisi o samoj vrsti, a ne o rodu.
Potvrdatoga je i u studiji koja je pokazala da oralna suplementacija s L. reuteri, ali ne i L. salivarius
smanjuje alergijsku upalu kod miseva. (Forsythe i sur., 2007) Za ¢lanove drugih rodova je takoder
pokazan pozitivan ucinak na astmu. Suplementacija hrane miSeva s Bifidobacterium bifidum,
Escherichia coli MC4100 ili L. casei 911 smanjuje ja¢inu napadaja astme izazvanih ovalbuminom.
(Kim i sur., 2005) Hranjenje s Clostridium leptum, koji je u negativnoj korelaciji s astmom,
povecava broj Treg u slezeni i mediastinalnim limfnim ¢vorovima i onemogucuje proizvodnju
upalnih citokina u plu¢ima. (Li i sur., 2012) Osim oralne suplementacije probioticima intranazalna
primjena E. coli prije senzitizacije na alergene je takoder pokazala dobre rezultate. (Nembrini i
sur., 2011) Direktna administracija probiotickih sojeva u pluc¢a bi se dakle trebala razmotriti kao
alternativa oralnoj administraciji. Ukupno gledano ¢ini se da je djelovanje probiotika ovisno o
vremenu, dozi i vrsti bakterija zbog cega je potrebno dodatno prouciti utjecaje pojedinih

bakterijskih vrsta na astmu.

6.3. Prebiotici

Prebiotik je selektivno fermentirani sastojak prehrane koji omoguéava specificne promjene
u sastavu i aktivnosti probavne mikrobiote koje rezultiraju poboljSanjem zdravlja domacina. (de

Vrese i Schrezenmeir, 2008) Uporaba prebiotika nije istrazivana u jednakoj mjeri kao uporaba
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probiotika, medutim pokazan je pozitivan uc¢inak kod suplementacije specificnim oligosaharidima.
Suplementacija s komercijalnom mjesavinom galaktooligosaharida kratkih i dugih lanaca u omjeru
9:1 (Immunofortis®) uspjesno smanjuje parametre astme kod miSeva tako $to pomice balans
izmedu Thl i Th2 odgovora u korist Thl. Ovi ucinci su dodatno pojacani ako se pridodaju
oligosaharidi derivirani iz pektina. (Vos i sur., 2007) Takoder je uoCen pozitivan u¢inak na
bronhokonstrikciju uzrokovanu hiperpnejom pri primjeni jos jedne komercijalne mjesavine
galaktooligosaharida (Bimuno®). (Williams i sur., 2016) Ovi rezultati su obecavajué¢i, medutim
svakako je potrebno provesti viSe istrazivanja pogotovo s obzirom da su obje mjeSavine

komercijalne prirode i moguce interese iza ovakvih otkrica.

6.4. Simbiotici

Simbioticka terapija ukljuCuje istovremenu primjenu probiotickog i prebiotickog
suplementa. Ljudsko mlijeko je sastavljeno od mnostva razli¢itih prebiotickih (Ballard i Morrow,
2013) i probiotickih (Gueimonde i sur., 2007) komponenti, stoga se moze smatrati prirodnim
simbiotikom. Povoljni u¢inci dojenja na ljudsko zdravlje i astmu su dobro poznati. (Elliott i sur.,
2008; Oddy i Peat, 2003) Povoljni u¢inci na alergijski rinitis kod ljudi i na mi§jem modelu su
uoceni pri tretmanu kombinacijom Lactobacillus casei i dekstrana (Ogawa i sur., 2006) i za
suplementaciju s mjesavinom galaktooligosaharida (Immunofortis®) s Bifidobacterium breve M-
116V (Van De Pol i sur., 2011). Simbiotike bi se stoga moglo smatrati alternativom iskljucivo pro-
ili prebiotickoj terapiji, medutim potrebno je provesti dodatna istrazivanja kako bi se razlucilo je li
uoceni povoljan u¢inak simbiotika ovisan o samo jednoj komponenti, ima li jedna od komponenti

aktivnu ili pomagacku ulogu u poboljSanju astme te koji su mehanizmi djelovanja simbiotika.

6.5. Fekalna transplantacija

Transplantacija fekalne tvari se koristi ve¢ preko 60 godina u lijeenju kroni¢ne crijevne
upale s Clostridium difficile. (Gough i sur., 2011) Pokazano je da je kolonizacija s C. difficile u
prvom mjesecu asocirana sa znatnim rizikom od astme (VVan Nimwegen i sur., 2011) pa se namece
mogucnost koriStenja transplantacije fekalne tvari u prevenciji astme uzrokovane s C. difficile. Ipak
konkretnih dokaza o pozitivnom ucinku koristenja fekalne transplantacije u lijeCenju astme za sada

nema.
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Osim ranije navedenih metoda kojima je uglavnom cilj na “brz i jednostavan” nacin rijesiti
disbiozu mikrobiote kod astmati¢ara, moguée su i razne promjene u prehrani i stilu zivota koje
mozda nisu toliko jednostavne, ali povoljno utjecu na suzbijanje astme. Kao §to i prije navedeno,
zapadna dijeta bogata Zivotinjskim mastima i siromasna vlaknima je jedan od rizi¢nih faktora za
astmu. (De Filippo i sur., 2010; Garcia-Larsen i sur., 2016) S druge strane mediteranska dijeta,
osim mnogih drugih povoljnih u¢inaka na zdravlje potencijalno smanjuje rizik od astme i kod
odraslih i kod djece. (Garcia-Larsen i sur., 2016) Povoljni u¢inci su uo¢eni i s poveéanim unosom
vitamina C, E i D te se povecanim unosom voca i povrca. (Garcia-Larsen i sur., 2016) Mehanizmi
u¢inka ovih promjena mogu ukljuéivati u¢inak slican prebioticima preko produkcije SCFA i
njihovih imunomodulatornih sposobnosti (Singh i sur., 2017) ili primjerice djelovanjem na
receptore kao $to je receptor za vitamin D. (Weiss, 2011) Povoljni ucinci dojenja i prirodnog
rodenja su dobro zabiljezeni. (Elliott i sur., 2008; Renz-Polster i sur., 2005) Prilikom razvoja i
planiranja ovakvih tretmana svakako je potrebno uzeti u obzir i karakteristike osobe koje imaju
utjecaj na astmu i mikrobiotu kao $to su pretilost (Boulet, 2013) i dob (Chotirmall i Burke, 2015).
Tretmani ovakvoga tipa primarno imaju ulogu u suzbijanju samog nastanka astme, medutim

moguca je i pomagacka uloga kombinacijom s bilo kojim od prije spomenutih terapeutskih metoda.
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7. Zakljucak

Nekoliko je problema u vezi primjene i istrazivanja metoda lije¢enja astme navedenih u
ovom seminarskom radu. Studije najée$¢e ne pokazuju kakvi su mehanisti¢ki uzroci izmedu
promjene sastava mikrobiote 1 simptoma astme, nego najces¢e samo pokazuju kauzalne odnose.
Interakcije izmedu mikrobiote i okoliSnih uvjeta u domacinu su cesto lose definirane te postoji
potreba za detaljnijim proucavanjem puteva koji uzrokuju povoljne ucinke u astmi kako bi se
moglo selektivno utjecati na simptome i razvoj astme. PoSto su uzroci astme kao i utjecaj
mikrobiote mnogostruki, otvaraju se vrata razvoju personalizirane medicine u lijeCenju astme
pomocu mikrobiote, primjerice povezivanjem pojedinih endotipova astme s probavnim

enterotipovima. (Wu i sur., 2011).

Proucavanje utjecaja mikrobiote na razvoj astme predstavlja novu i uzbudljivu granu
istrazivanja u podrucjima mikrobiologije 1 medicine. Dosadasnja istrazivanja su tek zagrebala
povrSinu povezanosti genskih 1 okoliSnih uvjeta, ljudske mikrobiote i patogeneze astme. Nova
istrazivanja su stoga potrebna jer primjena novih i trenutnih saznanja ima potencijal poboljsati

kvalitetu Zivota milijunima ljudi.
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9. Sazetak

Astma je heterogena, upalna bolest diSnog sustava uzrokovana nizom genetickih i okolisnih
faktora kao Sto su prehrambene navike, stil zivota, izlozenost patogenima u djetinjstvu te l[judskom
mikrobiotom, zajednicom svih mikrobnih organizama u i na ljudskom tijelu. Razvoj metoda
sekvenciranja nove generacije je omogucio brzu i jeftiniju analizu mikrobiote nego ikada prije §to
je u novije vrijeme generiralo veliki interes za otkrivanjem njenog utjecaja na zdravlje. Postoje
indikacije o postojanju "kriti¢nog okvira" u ranom djetinjstvu gdje okoli$ni uvjeti imaju posebice
jak utjecaj na pravilno sazrijevanje imunoloskog sustava s mnogim rizi¢énim faktorima ukljucujuci
izostanak dojenja, nisku izloZenost patogenima i toksinima, antibiotike, rodenje carskim rezom i
specifi¢ne infekcije. Najznacajniju ulogu u razvoju astme imaju mikrobiota crijeva i pluc¢a. UoCene
su mnoge razlike u bogatstvu i1 raznolikosti izmedu zdrave i1 astmaticne mikrobiote tih dvaju
sustava. Generalizacije o povezanosti nekih vec¢ih taksonomskih skupina s mikrobiotom zdravih
ljudi ili astmatiara je teSko za izre¢i posto se Cini da je utjecaj na astmu uglavnom ogranicen na
razini vrste i roda. Najbolje ustanovljeni mehanizam utjecaja mikrobiote na astmu ukljucuje utjecaj
na gensku regulaciju, stani¢nu signalizaciju i aktivaciju ili inhibiciju odredenih grana imunoloSkog
odgovora preko proizvodnje razli¢itih imunomodulatornih metabolita kao $to su masne kiseline
kratkog lanca. Postoji potencijal za razvojem novih terapeutika i terapeutskih metoda koje utjecu
na sastav mikrobiote administracijom probiotika, prebiotika, simbiotika, makrolidnih antibiotika i
fekalnih transplantata. Ipak, za razvoj ovih metoda potrebno je puno temeljitije prouciti utjecaj
pojedinih mikrobnih vrsta na astmu te jasnije definirati njihove molekularne mehanizme utjecaja

na astmu.
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10. Summary

Asthma is a heterogenous, inflammatory disease of the respiratory system caused by a
number of genetic and environmental factors such as dietary habits, lifestyle, childhood exposure
to pathogens, and the human microbiota, a community of all microbial organisms in and on the
human body. The rise of next-generation sequencing methods has enabled faster and cheaper
analysis of the microbiota than ever before which has, in recent times, generated great interest in
discovering its influence on human health. There are indications on the existence of a “critical
window” in early childhood, in which environmental conditions have an especially strong influence
on proper maturation of the immune system. There are many environmental risk factors including
a lack of breastfeeding, low exposure to pathogens and toxins, antibiotics, cesarian birth and
specific infections. The microbiota of the lung and gut have the most significant influence on
asthma development. Many differences in the richness and diversity of microbiota between healthy
and asthmatic subjects have been observed. Any generalisations linking higher taxonomic ranks
with the microbiota of healthy or asthmatic subjects are hard to make as the microbiota’s influence
on asthma seems to be mostly determined at the species and genus level. The most established
mechanisms by which the microbiota influence asthma include influences on gene regulation,
cellular signalization and activation or inhibition of certain branches of the immune response by
way of production of various immunomodulatory metabolites such as short chain fatty acids. There
is potential for development of new therapeutics and therapeutic methods which affect the
composition of the microbiota by administering probiotics, prebiotics, synbiotics, macrolide
antibiotics or fecal transplants. Nevertheless, developing these methods will require a more
thorough look at the influence of individual microbial species on asthma, and a clearer

understanding of their molecular mechanism of influence on asthma.
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