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1.UVOD

Unato¢ velikome znanstvenom napretku, zbog visokog mutacijskog potencijala i razine
heterogenosti, veéina tipova raka je 1 dalje neizljeciva (Dai 1 sur., 2020). Kirur§ko uklanjanje
tumora povecava potencijal izljeCenja u sluCajevima ranog stadija njegova razvitka. Takav
pristup lije€enja nije u€inkovit kod tumora u kasnim stadijima gdje dolazi do razvitka metastaza
(Bagheri 1 sur., 2022). Proucavanje interakcije tumora kasnog stadija (njegova mikrookoliSa) s
imunosnim odgovorom domacina dovelo je do razvitka imunoterapija (Dai i sur., 2020; Wan i
sur., 2021). U novije vrijeme, klasi¢ne imunoterapije ukljuuju lije¢enje monoklonalnim
protutijelima (engl. Monoclonal antibodies, mABs), cjepiva za lijeCenje raka, inhibitore malih
molekula, modulatore imunoloskog sustava, prijenos stanica T te blokiranje imunoloskih
kontrolnih tocaka (Zhou 1 sur., 2021). U mnogim istraZivanjima naglasak je na istraZivanju
blokiranja imunosnih kontrolnih to¢aka (engl. Immune checkpoint blockade, ICB) radi njihove
sposobnosti reaktivacije imunosnog sustava putem stani¢nih receptora, u¢inkovitosti protiv
metastatskih tumora i opseZne bioaktivnosti prema razli¢itim tipovima raka (Dai 1 sur., 2020,
Zhou i sur., 2021). Ipak, veliki broj pacijenata ne odgovara na lijeCenje ICB te unatoC razvitku
imunoterapija i kemoterapija pacijenti ¢e postepeno stjecati otpornost na postojece lijekove Sto
dovodi do daljnje progresije raka zahvaljujuci njegovoj sposobnosti izbjegavanja imunosnog

odgovora (Stancu, 2018; Dai i sur., 2020; Bagheri i sur., 2022).

Osim otkri¢a novih imunosnih kontrolnih to¢aka, razvitkom tehnologije sekvenciranja
znanstvenici su se osvrnuli na proucavanje ljudske mikrobiote kao potencijalnog modulatora
odgovora na lijjecenje imunoterapijama (Dai i sur., 2020). Cilj ovakvog pristupa je razviti nove
pristupe koje ¢e ukloniti rezistentnost na inhibitore kontrolnih tocaka, a zasniva se na hipotezi
da se heterogeni i kratkotrajni odgovor pacijenata na lijecenje ICB djelomi¢no zasniva na ulozi
crijevne mikrobiote (Gharaibeh i Jobin, 2019; Bullman i sur., 2021). Crijevna mikrobiota se
nalazi u gastrointestinalnom sustavu te je rezultat dugotrajne koevolucije s domaéinom, Sto se
odraZzava u njezinom sudjelovanju u procesu probave, zaStite od patogena, detoksikaciji,
proizvodnji raznih nutrijenata te u regulaciji imunosnog sustava ( Wu i Wu, 2012). Ima klju¢nu
ulogu tijekom razvoja urodenog i ste¢enog imunosnog sustava direktno putem predoCavanja
antigena 1 indirektno putem proizvodnje imunomodulatornih metabolita zbog ¢ega se smatra
jednim od ekstrinzi¢nih ¢imbenika tijekom razvoja tumora (Bullman i sur., 2021). S obzirom

na to, provedena su mnoga istrazivanja kako bi se zadovoljila visoka potreba za optimizacijom



imunoterapije raka s naglaskom na potencijalnu upotrebu mikrobiote kao biljega za
prepoznavanje i lieCenje bolesti — prognosticki biomarker 1 cilj u imunoterapiji raka (Stancu,

2018).

2. CRIJEVNA MIKROBIOTA

Usporedbom uzoraka vlastite oralne i fekalne mikrobiote krajem 17. st., Anthonie Van
Leeuwenhoek dolazi do spoznaje da izmedu dvaju uzoraka postoji znaCajna razlika u
mikrobnom sastavu. Ovakva spoznaja se smatra jednim od ranih pocetaka istraZivanja
raznovrsnosti ljudske mikrobiote (Ursell i sur., 2012). Pojam ,mikrobiota® oznadava
populaciju mikroorganizama koji naseljavaju odredeno mjesto i osim bakterija ukljuCuje ostale
mikrobe: viruse, gljive, arheje 1 eukariote (Protozoa) (Jandhyala, 2015). Blisko vezan pojam
,mikrobiom* odnosi se na cijeli genom pripadaju¢e mikrobiote (Bagheri i sur., 2022). Zbog
sudjelovanja u klju¢nim fizioloSkim procesima koji osiguravaju odrZavanje homeostaze
domacina, mnogi autori ljudsku mikrobiotu te pogotovo crijevnu mikrobiotu nazivaju
,hevidljivim* ili ,,zaboravljenim* organom (Eckburg i sur., 2005, O'Hara i Shanahan, 2006,

Dai i sur., 2020, Wan i sur., 2021).

Crijevna mikrobiota predstavlja ekosustav s najveCom zabiljeZenom gustoom stanica
(izmedu 10 1 100 bilijuna mikroorganizama), reguliran kompleksnim i dinami¢nim procesima
koji se odvijaju u razli¢itim fizioloSkim mikrookoliSima duZ probavnog sustava. Kao rezultat
javljaju se mikro-ekosustavi unutar kojih se oblikovanje populacija vr§i kompetitivnim i
mutualistiCkim mehanizmima (Béckhed i sur., 2005, Turnbaugh i sur., 2007 1 Zitvogel i sur.,

2017).

2.1. STANICE CRIUEVNOG EPITELA

Gastrointestinalni sustav predstavlja organski sustav ¢ija je primarna funkcija prerada i
apsorpcija nutrijenata, sekrecija, pokretljivost i odrZzavanje imunosne homeostaze. Histoloski,
crijeva se sastoje od Cetiri sloja povezana krvoZilnim, Ziv€anim i vezivnim tkivom koja
ukljucuju (od lumena prema van): sluznicu, podsluznicu, sloj miSi¢a 1 serozni sloj. Sluznicu
kao prvi unutarnji sloj ¢ine mukozni sloj, crijevni epitel, lamina propria 1 tanki miSi¢ni sloj

zbog ¢ega Cini strukturno i funkcionalno najkompleksniji sloj JN 1JY, 2010).



Mukozni sloj predstavlja prvu liniju obrane u nespecificnom imunosnom sustavu zajedno
s fizickom barijerom crijevnog epitela. Uloga mukoznog sloja je smanjiti prianjanje i prodor
patogenih bakterija, zaStititi domacdina od probavnih enzima te istovremeno omoguciti
optimalnu sredinu za preZivljavanje i prvu liniju stjecanja tolerancije na komenzalne ¢lanove
mikrobiote. Kao fizicku, neprobojnu barijeru stanice crijevnog epitela (engl. Intestinal
epithelial cells, IEC) su povezane Cvrstim spojevima koji se sastoje od integralnih proteina
(okludin, klaudin i zonula occludens) koji odrzavaju stabilnost i neprobojnost epitelne barijere

uz omoguceni medustani¢ni prijenos metabolita, iona i makromolekula (Ali i sur., 2020).

Enterociti 1 kolonociti su najbrojniji tipovi stanica u cijevnom epitelu (Slika 1.) (Noah i
sur., 2011). Kao polarizirani podtipovi IEC apikalna strana im se sastoji od mnostva mikrovila
koji vrSe digestivnu funkciju (Ali 1 sur., 2020). M stanice (engl. Microfold cells) su
specijalizirane i rijetke stanice koje nalazimo smjeStenima iznad difuznog limfnog tkiva koje
se nalazi u lamina propria (Slika 1.). Njihova uloga je sudjelovanje u transepitelnom prijenosu
antigena limfocitima, makrofagima i dendritickim stanicama (engl. Dendritic cells, DC)

procesima fagocitoze, endocitoze ili transcitoze (Noah i sur., 2011, Ali i sur., 2020).

Izmedu enterocita pronalazimo vrcaste stanice (engl. Goblet cells )(Slika 1.) koje izluCuju
glikoproteinske mucine visoke molekulske mase (Ali i sur., 2020). Cine 10-15% stanica epitela
u tankom crijevu te do 50% stanica epitela u debelom crijevu (Noah 1 sur., 2011). Mucini
pridonose odrZzavanju mukoznog sloja koji pruza fizicku 1 kemijsku zaStitu od sadrZzaja koji
prolazi kroz lumen te zajedno s prisutnim imunoglobulinom A (IgA) omoguduje imobilizaciju

bakterija, njihovu degradaciju i1 uklanjanje putem peristaltickih kontrakcija (Ali i sur., 2020).

Panetove stanice su tip sekretornih stanica koje nalazimo u bazi crijevnih kripti (Slika 1.).
Izlu€ivanjem antimikrobnih peptida poput lizozima, sekretorne fosfolipaze A2, kathelicidina,
alfa defenzina 1 drugih u lumen, Stite epitelnu barijeru i odrZavaju mikrobnu homeostazu (Noah
1 sur., 2020, Ali i sur., 2011). Panetove stanice prevode signal nastao vezanjem mikrobnih
liganda na receptore za prepoznavanje obrazaca (engl. Pattern recognizing receptors, PRR) na
straZarskim stanicama u lamina propria u antimikrobni odgovor kojim reguliraju koli¢inu

komenzalnih i patogenih bakterija (Ali 1 sur., 2020).



Eneteroendokrine stanice (engl. Enteroendocrine cells, EEC) imaju viSe podtipova, a ¢ine
1% stanica crijevnog epitela gdje proizvode i izluCuju hormone kojima reguliraju apetit,
praznjenje Zeludca, razinu glukoze i serotonina (Noah 1 sur., 2011, Ali i sur., 2020). ResiCaste
stanice (engl. Tuft cells) su skupina rijetkih kemosenzornih stanica zasluznih za aktivaciju tipa
2 imunosnog odgovora proizvodnjom interleukina 25 (IL-25) i eliminacijom parazitskih

nametnika (Ali i sur., 2020).

Uz IEC, prisutne su stanice koje nisu epitelnog tipa, a ukljucuju intraepitelne limfocite.
Jedni od njih su i T stanice s gama delta T stani¢nim receptorom. Radi se o stanicama koje ¢inu
1-5% cirkuliraju¢ih limfocita dok na mjestima barijera kao Sto je crijevni epitel ¢ine do 20%
intraepitelnih limfocita u kolonu (Wo i sur., 2020). Na povrsini IEC mogu se pronaci receptori
glavnog kompleksa histokompatibilnosti I (engl. Major histocompatibility complex I, MHC 1)
putem Cega predoCavaju antigen stanicama specifi¢ne imunosti koje nalazimo u lamina propria

(Slika 1.) (Ali i sur., 2020).
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Slika 1. Struktura crijevnog epitela i njegova funkcija u apsorpciji antigena. Crijevni epitel se sastoji maticnih
stanica, panetovih stanica, vrcastih stanica, resicastih stanica, enteroendokrinih stanica, enterocita (tanko crijevo),
kolonocita (debelo crijevo) i M stanica koje se nalaze iznad limfoidnog folikula (preuzeto i prilagodeno prema

Ali i sur., 2020).



2.2. RAZVITAK RAZNOLIKOSTI I RASPODJELA CRIJEVNE MIKROBIOTE

Razvitak novih tehnologija omogucio je raspravu o pitanjima u vezi mikrobiote koja dosada
nisu mogla biti objasnjena (Ursell i sur., 2012). Nedavno istraZivanje je analizom velikog broja
uzoraka (18 348 uzoraka fekalnih 16S rRNA skupljanih tijekom cijele godine) 14 nasumic¢nih
ljudi pokazalo velike razlike u mikrobnim zajednicama (Turnbaugh i sur., 2007). Za razliku od
ljudskog genoma koji moze biti 99.9% identi¢an izmedu individualaca, mikrobiota se moZze
razlikovati za 80-90%. Ovakve razlike sluZze kao novi skup podataka koji moZe biti koriSten u

novom pristupu personaliziranoj medicini (Ursell i sur., 2012).

2.2.1. Razvoj crijevne mikrobiote od rodenja do uspostave stabilne mikrobiote

Tijekom svakog stupnja razvoja postoji nekoliko ¢cimbenika koji utjeCu na dinamican razvoj
mikrobiote 1 njezin sastav koji dalje tijekom odraslog Zivota 1 starosti moZe imati utjecaj na
zdravstveno stanje (Slika 2.) Nedavna istraZivanja dokazala su prisutnost mikroorganizama
tijekom razvitka in utero. Prisutnost mikroorganizama otkrivena je u amniotskoj tekucini,
pupcanoj vrpci, fetalnoj membrani, placenti i mekoniumu za koje se prije mislilo da su sterilni.
Za mekonium se pokazalo da mikrobiota moZe biti klasificirana dvama porodicama;
Enterobacteriaceae 1 Firmicutes, za koje se smatra da koloniziraju probavni sustav putem

progutane amniotske tekucine 1 nalikuju flori maj¢ine maternice (Tanaka i Nakayama, 2017).

Geografsko mjesto
Zdravstveni status Obiteljski okoli§
Nagin zivota Milijeko u prahu ili majéino
Majgina mikrobiota - mlijeko

Vagninalno rodenje ili
carski rez
Prijevremeno rodenje

Dijeta Dijeta
Nagin Zivota Nagin zivota

Genetski utjecaj Zivotni okoli§
Komplementarna hrana Lijekovi
Trajanje laktacije

Prilika za modulaciju crijevne mikrobiote Kratkotrajne i dugotrajne zdravstvene posljedice

Slika 2. Cimbenici koji utje¢u na razvoj mikrobiote tijekom cijelog Zivota. Prve 3 godine predstavljaju najvaznije
razdoblje prilikom kojeg nacin prehrane moZe pozitivno utjecati na modulaciju mikrobiote, razvoj djeteta i daljnje

zdravlje (preuzeto i prilagodeno prema Rodriguez i sur., 2015).

Sastav crijevne mikrobiote mladog djeteta takoder ovisi o nafinu poroda i gastacijskom

periodu. U slucaju djece rodene prijevremeno, primjecuju se nize razine Bifidobacterium i



Bacteroides 1 povecane razine Enterococcus 1 Proteobacteria za koje se smatra da su indikatori
razvitka bolesti (Rodriguez i sur., 2015). Nadalje, kod djece rodene vaginalnim putem, 20
minuta nakon poroda crijevna mikrobiota je nalik maj¢inoj vaginalnoj flori dok je kod djece
rodene carskim rezom nalik na koZnu mikrobiotu (Slika 2.) koja se povezuje s poveanim
rizikom razvitka alergija i celijakije (Ursell i sur., 2012; Tanaka i Nakayama, 2017). Prije
uspostave stabilne mikrobiote koja nastupa izmedu trece i pete godine Zivota, nain prehrane
novorodencadi 1 uvodenje Cvrste hrane ¢ine dva klju¢na modulatora raznolikosti crijevne

mikrobiote (Jandhyala i sur., 2015).

Majc¢ino mlijeko 1 mlijeko u prahu (formula za bebe) predstavljaju dva glavna nacina
prehrane novorodencadi. Maj¢ino mlijeko sadrzi masti, proteine, ugljikohidrate,
endokanabinoide i imunoglobuline (Tanaka i Nakayama, 2017). Djeca hranjena maj¢inim
mlijekom imaju povecanu prisutnost mlijecno fermentiraju¢ih bakterija; Bifidobacterium i
Lactobacillus zajedno sa preteZito aerobnim svojtama (Jandhyala i sur., 2015). Kao supstrat za
fermentaciju u utrobi novorodencadi koriste se galaktooligosaharidi (GOS) koji su glavni
sastav oligosaharida maj¢inog mlijeka (engl. Human milk oligosaccharides, HMO). Produkt
fermentacije su kratkolancane masne kiseline koje imaju ulogu u modulaciji imunoloskog
sustava (Morrison i Preston, 2015). Ovakav nacin prehrane povecava populaciju i promovira
rast Bifidobacterium infantis koji se povezuje s pove¢anom sekrecijom IgA 1 protuupalnim
djelovanjem. Osim toga, maj¢ino mlijeko nije sterilno 1 sadrzi mlijeCne bakterije poput
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Enterococcus, Lactococcus 1 Weissella. Takoder,
sadrzi komponente koje potiCu razvitak imunosnog sustava, selekciju bakterija koje
koloniziraju probavni sustav te razvitak tolerancije na njih; IgA, IgG, lizozim, limfociti,

laktoferin te regulatorne citokine, interleukin 10 (IL-10) i TGF-f (Tanaka i Nakayama, 2017).

Usprkos unaprjedenju sastava mlijeCne formule dodatkom oligosaharida koji pomaZu u
uspostavi stabilne populacije Bifidobacterium, razna istraZivanja ukazuju na prisutnost
anaerobnih bakterija (Slika 3.) poput Enterococcus, Enterobacteria, Bacteroides 1 Clostridia
(Jandhyala 1 sur., 2015, Tanaka i Nakayama, 2017). lako Bacteroides sp. takoder moZe vrSiti
fermentaciju HMO, populacija Bifidobacterium je 1 dalje viSa kod djece hranjene maj¢inim

mlijekom Sto upucuje na njihov kompetitivni odnos (Jandhyala i sur., 2015).
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Slika 3. Kolonizacija crijevne mikrobiote od novorodencadi do djetinjstva s cimbenicima koji utjecu na taj proces.
Uspostava crijevne mikrobiote moze poceti in vitro te dalje se razvijati dinamickim procesima u ranom djetinjstvu.
Raznolikost crijevne mikrobiote se povecava s dobi dok ne postigne stabilnost. Na proces sazrijevanja utjecu

¢imbenici poput nacina poroda, prehrane, ¢vrste hrane i hrane konzumirane tijekom djetinjstva.

Trenutacno nema ¢vrstih dokaza koji povezuju razvitak odredenih bolesti ili alergija s na¢inom
prehrane tijekom ranog razvitka zbog kompleksnog odnosa domacina 1 mikrobiote koji ostaje
nepotpuno razjasnjen. Nacina poroda i prekomjerno koriStenje antibiotika povezuje se s
povecéanim rizikom od razvitka odredenih bolesti i alergija. IstraZivanja su takoder pokazala
djelomicni uspjeh u obnovi raznovrsnosti crijevne mikrobiote putem zamjene mlijeka u prahu

pasteriziranim ljudskim mlijekom (Tanaka i Nakayama, 2017).

Uvodenje ¢vrste hrane, primarno neprobavljivih ugljikohidrata, popradena je s promjenom
u sastavu bakterija s dominantnim porodicama Bacteroides 1 Firmicutes. Daljnji utjecaj na
sastav mikrobiote odraslih i starijih osoba imaju nacin prehrane, stil Zivota 1 koriStenje

antibiotika (Slika 2.) (Rodriguez i sur., 2015).

Osim toga, bitno je napomenuti da jednu od uloga u oblikovanju crijevne mikrobiote ima i
genom domacina. Trenutacna istraZivanja provedena su na jednojajCanim i dvojajc¢anim
blizancima (416 1 1126 parova) gdje je analizom 16S rRNA otkriveno mnogo nasljednih svojti

od kojih se najvise istice rod Christensenellaceae iz porodice Firmicutes (Cahana i Iraqi, 2020).



2.2.2. Sastav zdrave crijevne mikrobiote

S obzirom da ljudska mikrobiota i okoli§ imaju vrlo dinamicku interakciju, jedan od izazova
koji se pojavljuje je definiranje osnovne crijevne mikrobiote koja se zatim moZze iskoristiti u
moduliranju njezina sastava (Ursell 1 sur., 2012). Zdravu mikrobiotu karakteriziraju dvije
dominantne porodice Bacteroides i Firmicutes (Turnbaugh i sur., 2007; Ursell, 2012; Sredine
i sur., 2014; Jandhyala 1 sur., 2015) koje slijede Actinobacteria i Verrucomicrobia. lako ovaj
omjer ostaje relativno stalan, bitno je napomenuti da se od jednjaka pa do rektuma izmjenjuje
koli¢ina bakterija i njihova raznovrsnost (Slika 4.). Najveca koli¢ina bakterija i raznovrsnost
zabiljeZena je u debelom crijevu gdje se omjer dvaju dominantnih porodica potencijalno
povezuje s utjecajem crijevne mikrobiote na razvitak bolesti (Jandhyala, 2015). Takoder,
rodovi Clostridium, Lactobacillus, Enterococcus 1 Akkermansia Cine rodove koji su zastupljeni
u mukoznom sloju, dok su Bfidobacterium, Streptococcus, Enterobacteriaceae, Enterococcus
1 Akkermansia mikrobni rodovi koji obitavaju u lumenu 1 otkrivaju se analizom fecesa

(Jandhyala i sur., 2015).

Jednjak pH <4.0

Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Zeludac pH 2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Helicobacter pylori

Debelo crijevo
pH 5-5.7

Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Tanko crijevo pH 5-7

Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,

Sl Ok y-Proteobacteria, Enterococcus

Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Slika 4. Distribucija normalne ljudske crijevne flore (preuzeto i prilagodeno prema Jandhyala i sur., 2015).

2.3 ANALIZA SASTAVA CRIJEVNE MIRKOBIOTE

Prvi pokusSaji izolacije 1 promatranja crijevne mikrobiote temeljili su se na uzgoju u

petrijevim zdjelicama. Ovakav pristup omoguéio je izolaciju samo 10%-15% clanova



mikrobiote s obzirom na anaerobnu prirodu veéine mikroorganizama. PoboljSanje tehnika
anaerobnog uzgoja kultura, rezultiralo je uspjeSnim uzgojem dominantnih anaerobnih rodova,
ali s obzirom da se radilo o kompleksnom i vremenski zahtjevnom procesu koji nije davao
Zeljene rezultate, crijevna mikrobiota se danas analizira na temelju sekvenciranja 16S rRNA,
bioinformatickih analiza (Slika 5.) i metabolomika (analiza mikrobnih produkata) (Jandhyala i

sur., 2015)

Analiza crijevne mikrobiote zapocCinje sakupljanjem uzoraka fecesa i DNA izolacijom. 16 S
rRNA gen kodira malu podjedinicu ribosoma. Male je veli¢ine (1.5 Kb), visoko konzerviran s
9 hipervarijabilnih regija (od kojih se najcesée koriste V3, V4, V6 i V8) koje su specifi¢ne za
svaku bakterijsku vrstu te omogucuju klasifikaciju i taksonomiju. Konzervirane regije takoder
omogucuju razvitak pocetnica koje se veZu na zajednic¢ke sekvence mnogih bakterija
(Jandhyala i sur., 2015; Ames i sur., 2018). Metode sekvenciranja sljedee generacije (engl.
Next generation sequencing, NSG) je pojam koji obuhvaca razliite tehnike sekvenciranja koje
iako vrlo uspjeSne imaju nekoliko nedostataka. Problemi koji se javljaju ukljucuju odabir
pocetnica, varijabilnost dobivenih rezultata, veliki financijski troSak, velika duljina trajanja i
sli¢no. Obrada dobivenih podataka bioinformatickim analizama omogucuje organizaciju i

interpretaciju velike koli¢ine podataka (Jandhyala i sur., 2015).
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Slika 5. Proces analize mikrobiote. Slika pokazuje korake potrebne za bioinformaticku analizu. Omogucuje se
promatranje interakcije izmedu domacina i mikroba zajedno s funkcionalnim ucincima mikrobiote. MG-RAST
(engl. Metagenomics rapid annotation using subsystem technology), CAZy (engl. Carbohydrate active-enzymes),
MetaPhlAn (engl. Metagenomic phylogenetic analysis), KEGG (engl. Kyoto encyclopaedia for genes and
genomics), COG (engl. Clusters of orthologous group), PICRUst (engl. Phylogenetic investigation of communities
by reconstruction of unobserved states), MEGAN (engl. Meta genome analyzer), MEDUSA (engl. Metagenomic
data utilization and analysis), FANTOM (engl. Functional annotation and taxonomic analysis of metagenomes),
HUMAan (engl. Human microbiome project unified metabolic analysis network), BLAST (engl. Basic local
alignment search tool), TIGRFAM (engl. Protein sequence classification), PEAM (engl. Protein families), SOAP
(engl. Short oligonucleotide analysis package), QIIME (engl. Quantitative insights into microbial ecology)

(preuzteto i prilagodeno prema Jandhyala i sur., 2015).

3. IMUNOSNI SUSTAYV I CRIJEVNA MIKROBIOTA

Crijevna mikrobiota sudjeluje i utjeCe na metabolizam nutrijenata, lijekova 1 ksenobiotika,
antimikrobnu zaStitu, ponasanje, imunomodulaciju i drugo (Foster i Neufeld, 2013, Jandhyala
1 sur., 2015). Imunomodulacija je dvosmjerna interakcija imunosnih stanica koje nalazimo u
lamina propria i mikrobiote koja se nalazi u lumenu i mukoznom sloju. Stanice i tkiva
imunosnog sustava koje sudjeluju u ovom procesu su limfno tkivo pridruZeno crijevima (engl.
Gut associated lymphoid tissue, GALT), regulatorne i efektorske T stanice, B stanice, urodene
limfoidne stanice, makrofagi, DC i lamina propria (Jandhyala i sur., 2015, Zhou 1 sur., 2021).
Crijevna mikrobiota sustavno odrZzava homeostazu djelovanjem na imunosni odgovor u
distalnim mukoznim povrSinama, perifernim limfnim ¢vorovima i slezeni, dok lokalno djeluje
odrZzavanjem mukozne barijere i interakcijom s okolnim limfnim tkivom (Fessler i sur., 2019,

Zhou i sur., 2021).
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3.1. REGULACIJA URODENOG IMUNOSNOG SUSTAVA CRIJEVNOM
MIKROBIOTOM

3.1.1. Receptori za prepoznavanje obrazaca (PRR) i njihovo djelovanje

Dnevni unos razli¢itih antigena i mikroorganizama postavlja crijevnu sluznicu kao jednu od
primarnih barijera protiv prodora patogena. Receptori za prepoznavanje obrazaca (engl.
Pattern recognizing receptors, PRR) nalaze se na stanicama urodene imunosti i IEC te sluze
kao poveznica steCene 1 urodene imunosti, ali i za razlikovanje patogenih od komenzalnih
bakterija (O'Hara i Shanahan, 2006; Zhou i sur., 2021). Receptori prepoznaju patogene
molekularne obrasce (engl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMP) 1 molekularne
obrasce povezane s oSteCenjem tkiva (engl. Damage-associated molecular patterns, DAMP)
koji indukcijom signala utjeCu na kolonizaciju mikrobiote. Dvije naj¢eSée skupine receptora su
receptori slicni Tollu (engl. Toll-like receptors, TLR) i receptori sli¢ni NOD-u (engl. NOD-like
receptors, NLR) koji se nalaze na membranama stanice ili u citosolu. TLR su podijeljeni ovisno
o ligandu koji pokrece signalni put. TLRI, 2, 4, 5 1 6 prepoznaju izvanstani¢ne mikrobne
obrasce (lipopolisaharidi, flagelin, nemetilirani CpG otoci, lipoglikani) dok TLR3, 7,8 1 9
prepoznaju virusne Cestice. Prijenos signala TLR3 1 4 odvija se preko ¢imbenika TRIF dok kod
ostalih TLR odvija se putem proteinskog ¢imbenika MYDS88. Aktivacija TLR2 ligandima
(bakterijski liporoteini ili lipopeptidi) uzrokuje formiranje heterodimera s TLR1 ili TLR6 koji
se vezu sa proteinom Myd88 1 pokrecu signalni put koji rezultira aktivacijom transkripcijskog
¢imbenika, nuklearnog ¢imbenika kappa b (NF-»B). Sli¢no se dogada i sa TLR4 koji za
pokretanje istog signalnog puta zahtjeva lipopolisaharid kao ligand 1 TRIF povezanu
adaptorsku molekulu (TRAM) kojom aktivira NF-»zB. Aktivacijom NF-xB zapocinje lu¢enje
proupalnih ¢imbenika (Slika 6.). Nedostatak signala Myd88 povecava koliinu bakterija u

mukoznom sloju 1 njihovu translokaciju u okolne limfne ¢vorove (mLNS) (Dai i sur., 2020).

NLR takoder otkrivaju prisutnost mikrobnih cestica. NOD1 i NOD2 su aktivirani
komponentama peptidoglikana (PGN), od kojih je NOD2 aktiviran muramil dipeptidom i
najcesce se koristi za prijenos upalnih signala koji uzrokuju otpustanje proupalnih medijatora.
Drugi tipovi NLR kao Sto su NLRP1, NLRP2, NLRP6 sudjeluju u formiranju inflamasoma,
aktivaciji kaspaze 1, oslobadanju IL-1f, IL-18 i odrzavanju stabilnosti mukoznog sloja i
antibakterijskih peptida. Nedostatak NOD1 i NOD?2 receptora pokazuje poveéanje populacije
mikrobiote. Ovakvo povecanje populacije mikrobiote upucuje na ulogu PRR kao modulatora

odgovora urodenog imunosnog sustava na crijevnu mikrobiotu (Dai 1 sur., 2020).
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Stanice urodene imunosti kao Sto su DC 1 makrofagi imaju jedinstvene prilagodbe kojima
sudjeluju u odrZzavanju simbiotskih odnosa s komenzalnom mikrobiotom. DC koje se nalaze u
Pejerovim ploc¢ama proizvode velike koli¢ine regulatornog IL-10 u usporedbi s DC koje se
nalaze u slezeni. Makrofagi koji se nalaze u lamini propria razvijaju jedinstveni fenotip pod
nazivom upalna anergija. U homeostatskim uvjetima u odgovoru na mikrobni podraZzaj putem
TLR crijevni makrofagi ne proizvode proupalne citokine. Takoder, kod sterilnih miSeva
zamijecena je smanjena populacija crijevnih makrofaga te smanjenje koliCine neutrofila.
Povratak sterilnih miSeva u normalan okoli§ nije mogao inducirati povratak uobiCajene
populacije neutrofila iako je u sli¢nim istraZivanjima dokazano da indukcija signala
peptidoglikanom putem NOD1 receptora potice aktivnost neutrofila koStane srZi. Prirodno-
ubilacke stanice (engl. Natural killer cells, NK) pridruZzene mukozi, na povrSini nose receptor
NKp46* i izluCuju IL-22. Takva populacija stanice nedostaje kod sterilnih miSeva i upuéuje na

bitnu ulogu crijevne mikrobiote u promoviranju njihove diferencijacije (Wu i Wu, 2012).

‘ b , ’ ‘ ’ Mikrobiota pridruéena mukozi
. Clostridium, SFB,
Antibakteriiski t ‘ ) ? )
- peptidi \ A . B ¥ U] ’ Bacteroides,
Mukozni sloj gl N ]
o
o

Enterobacteriaceae

IEC NLRP6
-

ardemd
PRC1 m&r;s.ﬂ, - /
ASC
Casip‘a‘s)el _3‘5 \
)U_-lﬁ \ 0 1 DC

IL-18 00

(8]
‘ Inflamasomi O Q
4 ‘ ioba \
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Slika 6. TLR i NLR reguliraju imunosnu funkciju crijeva. Manjak TLR adaptorskog proteina MYD88 promijeniti
¢e sastav mikrobiote na nacin da se povecava razina mikrobiote u mukoznom sloju. Manjak NOD1 dovodi do
poveéanja mikrobne populacije s povecanim brojem Clostridium, Bacteroides, segmentiranih filamentoznih
bakterija i Enterobacteriaceae. Manjak NOD2 utjece na povecanje bakterija mukoznog sloja $to inducira upalne

procese i nastanak kolorektalnog karcinoma. Mikrobiota proizvodi metabolite koji aktiviraju PRR S$to odrZzava
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stabilnost mukoznog sloja i antimikrobnih peptida. Aktivacija antigen predo¢nih stanica promovira diferencijaciju
CD4+ T stanica u pomo¢nicke i regulatorne stanice T. Pomoc¢nicke stanice T reguliraju funkciju crijevne
mikrobiote putem ekspresije imunoglobulina A (IgA). Takoder, sekrecija IgA je regulirana vezanjem PD-1 na
povrsini pomoénickih stanica T na PD-L1 koji se nalazi na povrSini B stanicama (preuzeto i prilagodeno prema

Dai i sur., 2020).

3.2. REGULACIJA STECENOG IMUNOSNOG SUSTAVA CRIJEVNOM
MIKROBIOTOM

3.2.1. Imunoglobulin A (IgA)

IEC 1 DC sudjeluju u indukciji imunosnog odgovora putem mikrobnih senzora (TLR 1 NLR)
koji ukljucuje lucenje IgA plazma stanica (Gutzeit 1 sur., 2014). Mukozni IgA se izluCuje na
povrsinu crijevnog epitela 1 vezanjem ciljanih antigena sprjeava njihovu direktnu interakciju
s domacinom. Plazma stanice produciraju IgA putem dvaju mehanizama koji su ovisni ili
neovisni o T stanicama. Mehanizam ovisan o T stanicama odvija se ve¢inom u Pejerovim
plo¢ama, gdje se prijenos antigena vrsi od M stanica do DC koje induciraju diferencijaciju T
folikularnih stanica. Lucenje IL-21 1 koostimulatorni signal CD40 i CD40L promoviraju
luc¢enje IgA. Neovisni mehanizam ukljucuje kooperaciju IEC, DC i intraepitelnih limfocita u
lamina propria 1 izoliranim limfnim folikulima gdje lucenje Cimbenika APRIL iz DC

promovira lucenje IgA (Honda i Littman, 2016).

IgA ima veliku ulogu u odrzavanju simbiotskog odnosa mikrobiote i imunosnog sustava
(Dai 1 sur., 2020). UtjeCe na povecanje raznolikosti mikrobne zajednice kroz procese
afinitetnog sazrijevanja i somatske rekombinacije gdje veZe i odabire odredene komponente
mikrobiote (Honda i Littman,2016). Mikrobiota koju primarno veZe IgA je ona koja kolonizira
mukozni sloj. U slucaju bakterije Shigella flexeri, IgA moZe potaknuti njezino odlaganje u
mukozni sloj nakon ¢ega putem aglutinacije promovira njezino uklanjanje. Takoder, vezanjem
IgA za flagelin, ograniCava se bakterijska pokretljivost (Dai 1 sur., 2020). Odredene bakterije
poput segmentiranih filamentoznih bakterija (engl. Segmented filamentous bacteria, SFB) i
Mucispirillum povezuju se s indukcijom IgA odgovora ovisnog o stanicama T. Osim toga,
zapaZzeno je da IgA regulira ekspresiju bakterijskih gena Sto je dokazano na primjeru
komenzalne bakterije Bacteroides thetaiotamicron. U prisustvu IgA ne uzrokuje upalu, ali
prilikom nedostatka IgA izlucuje visoku koli¢inu genskih produkata ukljuc¢enih u metabolizam

dusSikovog oksida koji pokazuje proupalno djelovanje (Honda i Littman, 2016).
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Kako se raznovrsnost 1 kompleksnost mikrobiote povecava, tako se povecava i raznovrsnost
IgA koji se dinami¢no prilagodava promjenama u sastavu mikrobiote na temelju ponovnog
ulaska klonova B stanica u germinativni centar i procesa somatske rekombinacije klonova koji

vec postoje u njemu (Honda 1 Littman, 2016).

3.2.2. Pomocénicke stanice T 17 (Th17)

SFB se smatraju vrstom bakterija koje kroz blisku interakciju s crijevnim epitelom imaju
ulogu u modulaciji steCene imunosti. SFB se nalaze u probavnom sustavu raznih kraljeSnjaka
kao Sto su ribe, Stakori 1 miSevi, specifi¢ne su prema domacinu u kojem se nalaze, no direktni
dokazi o prisutnosti SFB u ljudima nisu postojali do 2018. kada Chen i sur. dokazuju njihovu
prisutnost u uzorcima stanovnika Kine i Sjedinjenih americkih drZzava. Ova spoznaja upuduje
na njihovu ulogu modulacije imunosnog sustava kao i kod promatranih miseva (Honda i
Littman, 2016; Chen i sur., 2018). Vezanjem na povrsSinu IEC, SFB mogu potaknuti lucenje
proteina akutne faze upale, serumskog amiloida A koji poti¢e diferencijaciju Th17 stanica i

lucenje IL-17 (Dai i sur., 2020).

Osim njih, indukciju Th17 stanica u ljudskoj mikrobioti moze potaknuti Bifidobacterium
adolescentis koji je takoder usko povezan s stanicama crijevnog epitela kao i patogene bakterije
Citrobacter rodentium i Escherichia coli dokazane u miSjim modelima (Honda i Littman, 2016;
Skelly i sur.,2019). Th17 stanice su diferencirane CD4* T stanice koje su najbrojnije u lamina
propria gdje Cine 30-40% CD4* T stanica. Osim lucenja IL-17a-f 1 IL-22, stimuliraju
proizvodnju antimikrobnih peptida i formiranje tijesnih spojeva izmedu IEC. Crijevna
mikrobiota se smatra jednim od najbitnijih ¢imbenika koji utjecu na diferencijaciju Th17
stanica, Sto je pokazano u sterilnim miSevima gdje je zamije¢ena mala koli¢ina Th17 stanica u

lamina propria (Honda i Littman, 2016).

3.2.3. Regulatorne T stanice (Treg)

Treg su podvrsta T stanica koje Cine veliki udio T stanica u lamina propria. Djeluju
protuupalno, inhibicijom aktivnost tipa 1 pomoc¢nickih T stanica (Thl) putem regulatornog
citokina IL-10, zasluZnog za inhibiciju gama delta T stanica i Th17 stanica (Honda i Littman,
2016; Dai i sur., 2020). IstraZzivanja upucuju na ulogu komenzalne mikorobiote u diferencijaciji

Treg stanica koje se nalaze u kolonu (Honda i Littman, 2016).
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Nekoliko sojeva roda Clorstridia ima ulogu u sakupljanju velikog broja Treg u kolonu
putem induciranja proizvodnje IL-10. Pokazano je da Clostridia ima mogucnost induciranja
okolisa bogatog TGF-f koji omogucuje diferencijaciju Treg (Honda i Littman, 2016, Dai i sur.,
2020). Produkti bakterija poput kratkolan¢anih masnih kiselina (engl. Short-chain fatty acids,
SCFA) (butirat 1 propionat) inhibiraju aktivnost histonske deacetilaze koja promovira
diferencijaciju naivnih T stanica u Treg. Butirat takoder moZe inducirati IEC da proizvode
okolis bogat TGF-f koji promovira diferencijaciju Treg ( Dai i sur., 2020). Bacteroides fragilis
ima ulogu u imunomodulaciji putem simbiotskog ¢imbenika polisaharida A (PSA) koji
stimulira TLR2 na CD4+ T stanicama i uzrokuje lu¢enje IL-10, TGF- 3 i diferencijaciju Treg
(Skelly 1 sur., 2019; Dai i sur., 2020). Povecana razina Clostridium 1 Bacteroides fragilis
uzrokuju diferencijaciju inducibilnih Treg, podvrste crijevnih T stanica ¢ija diferencijacija

ovisi o stimulaciji mikrobnim antigenima (Dai 1 sur., 2020).

4. CRIJEVNA MIKROBIOTA, RAK I IMUNOTERAPIJA

Odrzavanje imunosne homeostaze zahtjeva koordinaciju imunosnih tkiva, stanica i
utjecaje mikrookoliSa (Dai 1 sur., 2020). Aktivacijom programirane stani¢ne smrti, citotoksi¢ne
CD8+ T stanice prepoznavanjem povrSinskih antigena, uklanjaju tumorske stanice (Stancu,
2018). Tumori izbjegavaju imunosnu kontrolu pomocu 4 glavna mehanizma (Slika 7.):
ekspresijom imunosnih kontrolnih tocaka, smanjenom ekspresijom tumorskih antigena,
koriStenjem imunosnih stanica 1 njihovih citokina radi izbjegavanja imunosnog odgovora te
otpusStanjem toksi¢nih metabolita koji inhibiraju aktivnost imunosnih stanica u mikrookoliSu
tumora. Crijevna mikrobiota ¢ini vrlo kompleksnu zajednicu koja moZe poticati ili suprimirati
nastanak tumora. Razumijevanje jednog od mehanizama kojim tumor izbjegava imunosni
odgovor dovodi do razvitka inhibitora imunosnih kontrolnih to¢aka (engl. Immune checkpoint
inhibitor, ICI). Radi se o monoklonalnim protutijelima koja vezanjem na povrSinske receptore
ili ligande sprjeCavaju supresiju imunosnih stanica (Wan i sur., 2021). Ipak, veéina pacijenata
razvija rezistentnost ili kratkotrajni odgovor na ICI. Isprva znanstvenici nisu bili sigurni kakav
utjecaj mikrobiota ima na imunosni odgovor 1 lijeCenje tumora putem imunosnih kontrolnih
tocaka. U svojim istraZzivanjima na miSjim 1 ljudskim modelima, Sivan i sur. (2015) te Vétizou
1 sur. (2015) ukazuju na potencijal mikrobiote kao modulatora odgovora na ovaj tip

imunoterapije tumora (Dai 1 sur., 2020).
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4.1. MIKROOKOLIS TUMORA

Tumor predstavlja skupinu promijenjenih heterogenih stanica koje poticu niz fizioloSkih
promjena unutar domacina radi osiguravanja daljnjeg rasta i progresije. Mikrookoli§ tumora
neprestano napreduje 1 predstavlja vrlo kompleksni entitet. Tip mikrookoliSa ovisi o tipu
tumora, a sastoji se od imunosnih stanica, stromalnih stanica, krvnih Zila i izvanstanicnog
matriksa. Komponente mikrookoliSa 1 stanice raka razvijaju kompleksnu dvosmjernu
interakciju koja podrzava preZivljavanje 1 progresiju stanica raka te angiogenezu radi opskrbe
okoliSa kisikom 1 nutrijentima. Ovakva obiljeZja upucuju na ulogu mikrookoliSa tumora kao

aktivnog promotora progresije raka (Anderson i Simon, 2020).

Otpustanje kiseline i toksi¢nih
metabolita
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Slika 7. Mehanizmi kojima tumor izbjegava imunosni odgovor. U normalnim uvjetima citotoksi¢ne T stanice
ubijaju tumorske stanice izlu¢ivanjem citokina i prepoznavanjem antigenskih determinanti na povrsini tumorskih
stanica. Tumorske stanice smanjuju svoju imunogenost redukcijom ekspresije povrSinskih antigena,
eksprimiranjem imunosnih kontrolnih molekula, upotrebom imunosnih stanica i izlu¢ivanjem toksi¢nih
metabolita. ICM; imunosne kontrolne molekule (engl. Immune chekcpoint molecules) (preuzeto i prilagodeno

prema Wan i sur., 2021).

Utjecaj vanjskih ¢imbenika na razvitak tumora zapaZen je 1967. kada Sacksteder opaza
razvitak spontanih neoplazija u sterilnim miSevima. Mikrobiota se smatra novom
komponentom mikrookoliSa tumora, ekstrinzi¢énim ¢imbenikom koji djelovanjem na imunosni
sustav potiCe proupalne procese, odrzava stabilnost barijera, potice lucenje bakterijskih toksina
1 metabolita koji pomazu u modulaciji imunosnog odgovora zasluznog za sprjeCavanje ili

progresiju tumora (Bullman i sur., 2021; Kovécs i sur., 2020).

4.1.1. Promoviranje tumorogeneze crijevnom mikrobiotom

Disbioza je proces koji uzrokuje promjenu u sastavu crijevne mikrobiote, a moZe biti
potaknuta koriStenjem antibiotika, nainom Zivota i neujednac¢enom prehranom (Slika 8.).

Promjene u sastavu crijevne mikrobiote kao Sto su smanjena raznolikost i stabilnost mikrobiote
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mogu dovesti do povecane koliCine patogenih bakterija koje se povezuju s nastankom raka
(Bhatt 1 sur., 2017). Nastanak tumora u organima koji dio gastrointestinalnog sustava (jetra,
grudi, guSteraca, usna Supljina i plu¢a) povezuju se s disbiozom crijevne mikrobiote zbog
povezanosti putem krvozilnog sustava. Bitno je napomenuti da se svaki od organa nalazi u
svome jedinstvenom okoliSu kojeg karakterizira i specificna mikrobiota Sto C¢ini dodatni

¢imbenik koji mozZe utjecati na progresiju raka (Kovdcs 1 sur., 2020).

U nekoliko istraZivanja kolorektalnog karcinoma u uzorcima je pronadena manja koli¢ina
dvaju dominantnih rodova Firmicutes 1 Bacteroides te povecana koliina Fusobacterium sp.,
anaerobne bakterije povezane s upalom slijepoga crijeva (Bhatt i sur., 2017). Fusobacterium
nucleatum  pronaden je u mikrookoliSu mnogih tumora gdje su utvrdena njegova
imunosupresivna svojstva. Onemogucuje aktivnost citotoksicnih T stanica i NK stanica
vezanjem bakterijskog proteina Fap2 na inhibitorni NK receptor TIGIT. Receptor TIGIT je
takoder prisutan na memorijskim T stanicama gdje prisutnost F. nucleatum ometa lucenje IFN-

Y (Zhou 1 sur., 2021; Bagheri i sur., 2022).

Enterotoksi¢na Bacteroides fragilis producira toksin (BFT) koji podrzava nastanak Th17
ovisnog kolitisa (Bhatt i sur., 2017) 1 povezuje se s nastankom raka debela crijeva u misjim i
ljudskim modelima (Wan 1 sur., 2021). Produkcija toksina BFT i luCenje IL-17 utjeCe na
epitelne stanice u kolonu, cijepanje E-kadherina koji promovira ekspresiju protoonkogena
MYC (Bagheri i sur., 2022), diferencijaciju mijeloidnih supresivnih stanica koje generiraju
duSikov oksid (NO) i inhibiraju proliferaciju T stanice u mikrookoliSu tumora (Zhou 1 sur.,

2021).

Helicobacter pylori je jedna od 10 poznatih patogenih bakterija za koje je dokazano da
promoviraju tumorogenezu u debelom crijevu (Kovdacs 1 sur., 2020). Uzrokuje smanjenu
koli¢inu klorovodi¢ne kiseline (Wan i sur., 2021) i poveéanu koli¢inu acetaldehida zbog visoke
aktivnosti alkoholne dehidrogenaze. Povecane koliCine acetaldehida u mukoznom sloju
uzrokuju poremecaj u apsorpciji nutrijenata i povecan rizik nastanka polipa i tumora (Kovacs
1 sur., 2020). Pomocu H. pylori dokazano je da mikrobiota ima specifian utjecaj ovisno o
organu u kojem se nalazi. lako povecava rizik nastanka tumora u Zeludcu i plu¢ima, u jednjaku

smanjuje rizik nastanka adenokarcinoma (Wan i sur., 2021).
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Produkcija bakterijskih toksina poput kolibaktina E. coli (Bhatt i sur., 2017) takoder utjece
na tumorogenezu, oSte¢enjem molekule DNK Sto uzrokuje nastanak mutacija (Bhatt i sur.,
2017). Bakterijski toksini Enterococcus faecalis uzrokuju nakupljanje reaktivnih oblika kisika
koji indirektno oStecuju¢u DNK nastankom vodikova peroksida (Wan i sur., 2021; Bhatt i sur.,

2017).

Dijeta zajedno s mukozom pridruZenom mikrobiotom regulira stabilnost mukozne barijere
1 sprjecava translokaciju mikroba u okolna tkiva. Oslabljena mukozna barijera kao posljedica
disbioze ili koriStenja antibiotika moZe potaknuti sistematski imunosni odgovor. Prehrana koja
sadrzi malu koli¢inu vlakana modulira sastav crijevne mikrobiote na nain da smanjuje
koli¢inu fermentirajucih, butriat-producirajuéih bakterija te povecava koli¢inu Akkermansia
muciniphilia 1 Bacteroides caccae koje su zasluZne za razaranje mukoznog sloja u takvim
uvjetima. Citrobacter rodentium je mukozni patogen koji uzrokuje oSteenje crijevnog epitela
1 kolitis te se povezuje s nastankom kolorektalnog karcinoma. Osim toga, smanjena koli¢ina
butirata uzrokuje oSte¢enja ¢vrstih spojeva u crijevnom epitelu zbog njegove uloge promotora
proizvodnje proteina okludina i klaudina koji ¢ine ¢vrste spojeve. Ovi ucinci promoviraju
proces prijelaza epitel-mezenhim (engl. Epithelial-mesenchymal transition, EMT) gdje stanice

crijevnog epitela gube svoj polaritet 1 funkciju (Bhatt i sur., 2017; Bagheri i sur., 2022).

Acetat je kratkolanCana masna kiselina koje je prisutna u velikim koncentracijama u
sustavnoj cirkulaciji glodavaca i miSeva. U stanicama raka eksprimirana je acetil-CoA sintetaza
koja katalizira nastanak acetil-CoA iz acetata. Ovim putem se podupiru anabolicke reakcija u
stanicama raka dojke, jajnika, plu¢a 1 glioblastoma te upucuju na ulogu acetata kao

onkometabolita (Zitvogel i sur., 2017).

Crijevna mikrobiota takoder sudjeluje u proizvodnji Zucnih kiselina i sumporovodika.
Sumprovodik Stetno utjece na kolonocite, inhibira energetsku razgradnju butirata 1 oSteuje
epitelnu barijeru. Povezanost crijevne mikrobiote i zu&nih soli je kompleksna. Clanovi roda
Clostridium (Clostridium scindens) imaju mogucnost konverzije primarnih u sekundarne Zu¢ne
kiseline (deoksilna i litokolna kiselina). Uzrokuju proizvodnju reaktivnih oblika kisika i duSika
kojima oSte¢uju DNK i djeluju kancerogeno. Ipak, neke Zucne soli imaju suprotan ucinak.

Ursodeoksikolna kiselina koju proizvodi Ruminococcus gnavus inhibira proizvodnju
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reaktivnih oblika kisika 1 Stiti stanice od Stetnog utjecaja drugih Zu¢nih kiselina poput deoksilne

kiseline (Louis i sur., 2014; Zitvogel i sur., 2017).

4.1.2. Inhibiranje tumorogeneze crijevnom mikrobiotom

Pravilna prehrana, koriStenje probiotika 1 zdravi nacin Zivota promoviraju stabilnu
mikrobiotu koja utjeCe na supresiju tumora (Slika 8.). Mikrobiota pridruZena mukozi svojim
metabolitima promovira stabilnost mukoznog sloja Sto je dokazano promatranjem crijevnog
epitela sterilnih miSeva gdje je zamije¢ena manja koli¢ina vr€astih stanica i tanji mukozni sloj

(Bagheri 1 sur., 2022).

Vrste roda Lactococcus djeluju protutumorski tijekom razvoja tumora odrZavanjem
citotoksi¢ne aktivnosti NK stanica (Kovacs i sur., 2020). Lactobacillus rhamnosus,
Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium lactis pojacavaju fagocitnu aktivnost peritonealnih
makrofaga i leukocita (Bagheri i sur., 2022). Bifidobacterium, Bacteroides thetaiotaomicron i
Bacteroides fragilis djeluju protiv tumora poboljSavajuéi aktivnost citotoksi¢nih T stanica i DC
(Kovdcs 1 sur., 2020). Utjecaj stabilne mikrobiote pokazan je tijekom kolonizacije miSeva s 11
sojeva izoliranih iz ljudskog fecesa zdrave osobe. Zamijecen je razvitak otpornosti na tumore

zahvaljujuéi lucenju IFN-y citotoksi¢nih CD8+ T stanica (Bagheri i sur., 2022).

Soj E. coli KUB-36 ima sposobnost proizvodnje 7 SCFA 1 djeluje protuupalno supresijom
lu¢enja TNF-a, IL-6, IL-8 i IL-1B. Lactobacillus johnsonii smanjuje razinu NK i T stanica te

povecava razinu protuupalnih citokina (Bagheri i sur., 2022).

SCFA su bakterijski produkti fermentacije neprobavljivih ugljikohidrata u debelom crijevu
(Kovdcs 1 sur., 2020). SCFA su primarni izvor energije za stanice crijevnog epitela, zasluzne
su za odrzavanje cjelovitosti epitela, regulaciju ekspresije proteina Cvrstih spojeva i
proizvodnju mukozne sluzi. SCFA moduliraju aktivnost neutrofila, makrofaga, mastocita, DC,
T 1 B limfocita putem kojih djeluju protuupalno (Kovécs i sur. 2020; Siddiqui 1 Cresci, 2021).
Acetat, propionat 1 butirat ¢ine 3 najzastupljenije SCFA. Proizvodnja butirata povezuje se s
Faecalibacterium prausnitzii koja takoder djeluje protuupalno inhibiranjem transkripcijskog
¢imbenika NF-xB 1 lucenja IL-8 te pokazuje moguénost supresije angiogeneze i smanjenu
ekspresiju Cimbenika angiogenze (Kovdcs i sur., 2020; Qiu i sur., 2021; Bagheri i sur., 2022).

Eubacterium hallii, Eubacterium rectale, Roseburia inulinivorans 1 Ruminococcus obeum su
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takoder butrirat-producirajuce bakterije (Kovécs i sur., 2020). Butirat inducira diferencijaciju
Treg stanica koje suprimiraju progresiju tumorskih stanica ulaskom u mikrookoli§ tumora.
Butirat suprimira tumorsku aktivnost inhibicijom histonske deacetilaze epigenetiCkom
regulacijom putem receptora za slobodne masne kiseline na stanicama raka (Bhatt i sur., 2017,
Koviécs i sur., 2020). Osim toga, ima utjecaj na mati¢ne stanice debelog crijeva gdje negativno
utjece na njihovu proliferaciju i regeneraciju. U normalnim uvjetima butriat ne dospijeva do
maticnih stanica koje se nalaze na dnu kripte jer biva iskoriSten u okolnim stanicama crijevnog
epitela. Ovo upucuje na ulogu butirata kao inhibitora progresije raka mati¢nih stanica debelog
crijeva (Zitvogel i sur., 2017).

Vitamin B se ne moZe sintetizirati u ljudskim stanicama, nego mora biti unesen putem hrane
ili sintetiziran putem crijevne mikrobiote. Crijevna mikrobiota sintezom vitamina B
nadomjeS¢uje njegov manjak. Nije poznato imaju li svi tipovi vitamina protutumorsko
djelovanje, ali vitamin B6 (piridoksin) stimulira imunoloski nadzor nad tumorskim stanicama

Sto upucuje na potencijalnu terapeutsku ulogu vitamina (Zitvogel i sur., 2017).

Prikaz navedenih ucinaka crijevne mikrobiote omogucéen je metagenomskim analizama
koje upucuju na buducu ulogu mikrobiote kao ciljanog ¢imbenika u personaliziranoj medicini.
Ipak, ovim analizama nije moguce utvrditi jeli promjena u sastavu mikrobiote uzrok ili
posljedica raka te imaju li bakterijske zajednice (biofilmovi) ulogu u ovom procesu. Osim toga,
postoji mali broj istraZzivanja koji dugotrajno promatra promjene u mikrobioti tijekom
tumorogeneze 1 koji analiziraju uzorke mikrobiote pridruzene mukozi umjesto uzoraka fecesa

(Bhatt i sur., 2017).
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Probiotici Antibiotici
Mediteranska dijeta Nezdravni nagin zivota
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111111l 1111l
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Supresija imunosnog sustava

Ojaganje mukozne barijere
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Aktivacija supresivnih gena Upalno stanje
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Slika 8. Mehanizam modulacije karcinogeneze mikrobiotom. Najbitniji ¢imbenici kojima dolazi do disbioze su
nezdravi nacin Zivota, esto koriStenje antibiotika, zapadnjacka dijeta koja sadrZi visoke koli¢ine Zivotinjskog mesa i
malo masti. Disbioza je predispozicija za razvitak odredenih tipova raka. Disbioza mehanicki gradi okoli§ za razvitak
tumora putem indukcije prijelaza epitel-mezenhim (EMT), supresije protutumorske imunosti i crijevne permeabilnosti.
Na taj nacin povecava ulazak patogena u krvotok, upalne procese koji zauzvrat povecavaju kolicinu reaktivnih oblika
kisika i genotoksi¢nih substanci koje oSte¢uju DNK i poticu razvitak tumora. S druge strane, zdravi nacin Zivota, dijeta
obogacena vlaknima i probiotici djeluju protutumorski povecanjem razine korisne mikrobiote koja potice pojaCanje
mukoznog sloja, jacanje imunosti, smanjenje upale i razine genotoksicnih tvari. Stoga mikrobiota genetski i epigenetski

aktivira supresiju tumora (preuzeto i prilagodeno prema Bagheri i sur., 2022).

4.2. IMUNOTERAPIE

Cilj imunoterapija je obnova aktivnosti citotoksicnih T stanica kako bi mogle ponovno
odgovoriti 1 ukloniti promijenjene maligne stanice (Qiu i sur., 2021). To¢an mehanizam kojim
crijevna mikrobiota djeluje na imunoterapije nije jasan (Dai 1 sur., 2020). Zamijeceno je da
imunoterapija ne djeluje na sterilne Zivotinje niti one kojima nedostaju kljucni bakterijski
sojevi zasluZni za sazrijevanje imunosnog sustava. Ovakav pristup potvrduje ulogu mikrobiote

kao neizostavnog ¢imbenika potrebnog za funkcionalni imunosni sustav (Bagheri i sur., 2022).

4.2.1. Protein programirane stanicne smrti 1 (PD-1)

Imunosne kontrolne tocke reguliraju aktivnost i diferencijaciju T stanica (Buchbinder i
Desai, 2016). Protein programirane stani¢ne smrti (engl. Programmed cell death protein 1,PD-
1) je kostimulatorna molekula koju nalazimo na T stanicama, B stanicama, NK stanicama i DC
(Dai 1 sur., 2020, Buchbinder 1 Desai, 2016 ). Ligandi koji se veZu na receptor PD-1 su ligandi
proteina programirane stani¢ne smrti 1 1 2 (PD-L1, PD-L2), eksprimirani na imunosnim
stanicama (makrofagi, dendritiCke stanice) te u manjoj mjeri na stanicama tkiva. U
homeostatskim uvjetima PD-1 je eksprimiran tijekom kasne faze aktivacije T stanica unutar
perifernih tkiva gdje inhibitornim signalom sprjecava prekomjernu stimulaciju imunosnog
odgovora i nastanak autoimunosti (Slika 9.) (Wang i sur., 2018, Buchbinder i Desai, 2016),
Dai i sur., 2020). U mikrookoliStu tumora kao mehanizam izbjegavanja imunoloSkog odgovora

koristi se ekspresija PD-L1 (Slika 7.) (Wang i sur., 2018).

Citotoksicne CD8+ T stanice prepoznaju promijenjene antigenske determinante na povrsini
tumorske stanice koju zatim uklanjaju indukcijom apoptoze. Tumor moZe izbjeéi ovaj
mehanizam pove¢anom ekspresijom PD-L1 na svojoj povrSini (Wang i sur., 2018). Vezanje

PD-1 i1 PD-L1 na povrSini tumora dovodi do inhibicije i apoptoze tumor-specifi¢nih T stanica
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(Dai 1 sur., 2020). Interakcija PD-1 1 PD-L1 iskoriStena je za razvitak novog tipa imunoterapije
koja uklju€uje lijeCenje monoklonalnim protutijelima koja blokiraju PD-1 ili PD-L1(Slika 9.)
(Wang 1 sur., 2018). Trenutacno postoji 5 odobrenih lijekova koja sadrze monoklonalna
protutijela za inhibiciju PD-1 i PD-L1. Oni ukljucuju atzeolizumab, avelumab 1 durvalumab za

PD-L1 te nivolumab i pembrolizumab za PD-1 (Wang i Xu, 2018).

LijeCenje navedenim lijekovima pokazalo je obecavajuce rezultate, ali velika koli¢ina
pacijenata pokazuje rezistentnost ili kratkotrajni odgovor na lijekove, Cak 1 u slucajevima
kombinacije dvaju lijekova (Dai i sur., 2020). Ostali problemi ovog tipa imunoterapija su
visoka cijena proizvodnje i moguci razvitak nuspojava vezanih uz imunoterapije (engl.

Immunotherapy-related adverse events, irAE).

Tablica 1. 10 irAE specifi¢nih za PD-L1/PD-1 inhibitore i 10 specifi¢nih irAE za CTLA-4 inhibitor *

Specifi¢no za PD-1/PD-L1 inhibitore Specifi¢no za CTLA-4 inhibitore
Akutna ozljeda bubrega Sindrom akutnog respiratornog stresa
Dermatitis Akutna adrenalna insufijencija
Embrio-fetalna toksicnost Angiopatija

Hiperglikemija Blefaritis

Hiponatremija Cushingov sindrom
Limfopenia Endokrina oftalmopatija

Tip 1 dijebetes mellitus Hipogonadizam

Upala urinarnog sustava Promjena mentalnog statusa
Svrbljivi osip Neurosenzorna hipoakuzija
Makulopapulozni osip Perikarditis

*preuzeto i prilagodeno prema Wang i sur., 2018
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Slika 9. Uloga receptora programirane stani¢ne smrti (PD-1) i liganda programirane stani¢ne smrti (PD-L1) u
izbjegavanju tumora i imunoterapiji raka. U mikrookoliSu tumora T stanice su aktivirane nakon prepoznavanja
tumorskih antigena putem antigen predocnih stanica. IFN-y kojeg proizvode aktivirane T stanice, inducira
ekspresiju PD-L1 na tumorskim i imunosnim stanicama. Nakon toga interakcija PD-1 i PD-L1 izmedu T stanica
i antigen predo¢nih stanica dovodi do nastanka nefunkcionalnih T stanica. KoriStenje protutijela za blokiranje PD-
1/PD-L1 inhibira ovaj proces i omogucava nastavak efektorske uloge T stanica (preuzeto i prilagodeno prema

Wang i sur., 2018).

Razvitak irAE povezuje se s koriStenjem lijekova za inhibiciju imunosnih kontrolnih to¢aka
gdje bioloski mehanizam kojim lijekovi uzrokuju oteéenje organa nije poznat. Stetni u&inci
mogu biti specificni prema tipu imunoterapije (Tablica 1.) ili opCeniti zbog razlicitih

karakteristika bolesti, genetike pacijenta, demografije 1 drugih ¢cimbenika (Wang 1 Xu, 2018).

4.2.2. Utjecaj crijevne mikrobiote na PD-1/PD-LI imunoterapiju

Radi pokuSaja uklanjanja rezistencije u imunoterapiji kontrolnih tocaka, znanstvenici su
se osvrnuli na crijevnu mikrobiotu kao potencijalnog modulatora imunosnog odgovora i
terapeutske aktivnosti (Dai 1 sur., 2020). Sivan i sur. (2015.) su proveli jedno od prvih
istrazivanja na miSjim modelima gdje su predlozili moguénost poboljSanja ucinka terapije

tumora (blokiranje PD-L.1) moduliranjem sastava crijevne mikrobiote.

Pokus se temeljio na usporedbi rasta potkoZnog melanoma u genetski identi¢nim
miSevima uzgojenima u Jackson laboratoriju (JAX) i Tackson farmi (TAC). MiSevi TAC1JAX
imaju razliciti sastav komenzalnih mikroba. Zamijecen je agresivniji rast tumora u miSeva TAC

te ve€a akumulacija intratumorskih CD8+ citotoksi¢nih stanica T i ja¢i odgovor tumor-
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specifi¢nih stanica T u miSeva JAX. Kako bi dokazali da li je mikrobiota uzrok ovakvog rasta
tumora, miSevi JAX i TAC su smjeSteni zajedno u nastambu nakon Cega je zamijeceno da obje
skupine poprimaju fenotip JAX. Takoder su zamijetili da oralni prijenos fekalne suspenzije iz
miSeva JAX u TAC suprimira rast tumora dok je prijenos fekalne suspenzije u suprotnom
smjeru imao zanemarivi utjecaj na rast tumora. Terapeutski utjecaj crijevne mikrobiote je
testiran davanjem kombinacije fekalnog materijala miSeva JAX i protutijela protiv PD-L1,
miSevima TAC. Zamijecen je usporeni rast tumora, povecana razina tumor-specifi¢nih stanica
T 1 povecani ulaz stanica T u mikrookoli§ tumora. Ovi rezultati upuéuju na utjecaj sastava
mikrobiote u poboljSanju odgovora na imunoterapije. Analiziranje bakterijskih vrsta pokazalo

je znacajnu razliku u prisutnosti 257 rodova izmedu miSeva TAC 1 JAX.

Pronadene su vrste roda Bifidobacterium, od kojih su najzastupljenije Bifidobacterium
breve, Bifidobacterium longum 1 Bifidobacterium adolescentis. Komercijalno dostupna
kombinacija B. longum 1 B. breve dana je sama ili zajedno s PD-1 lijekom miSevima TAC kako
bi se testiralo imaju li ove vrste moguénost poboljSanja zaStitne imunosti. MiSevima kojima je
dana kombinacija probiotika s imunoterapijom imali su poboljSanu kontrolu tumora, indukciju
tumor-specificnih T stanica u periferiji 1 povecanu razinu antigen-specificnih CD8+ stanica T

(Sivani sur., 2015).

PredloZeni mehanizam za inhibiciju tumora osniva se na aktivaciji DC (putem
Bifidobacterium) koje poboljSavaju efektorsku funkciju CD8+ stanica T (Wang i sur., 2018).
Prag podrazaja DC je smanjen u prisutnosti Bififobacterium 1 njihova osjetljivost na antigene
se povecava (Tablica 2.). Pri manjim koncentracijama antigena DC induciraju poveéanu razinu
IFN-y 1 CD8+ stanica T Sto zajedno s odgovarajuom imunoterapijom stvara sinergisticki
protutumorski ucinak (Dai 1 sur., 2020). Osim toga, predloZzeni mehanizam smanjenja
ekspresije PD-1 1 PD-L1 povezuje se s velikom koli¢inom nemetiliranih CpG otoka u
bakterijskoj DNK koji su zasluzni za pojacanje aktivnosti CD8+ stanica T putem IL-12 (Wang
isur.,2018).

Istrazivanja sastava mikrobiote tijekom lijeCenja provedena su i na ljudskim fekalnim
uzorcima. U istraZzivanju kojeg provode Frankel i1 sur. (2017.) pokazano je da pacijenti koji
pokazuju odgovor na lijeCenje nivolumabom (blokiranje PD-1) imaju stolicu obogacenu

Faecalibacterium prausnitzii, Bacteroides thetaiotamicron i Holdemania filiformis. Ucinci
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Faecalibacterium 1 Bacteroides na imunoterapije prikazani su u Tablici 2. U drugim
istrazivanjima kod pacijenata koji odgovaraju na imunoterapiju zamijeene su povecane razine

Clostridiales (Wang i sur., 2018).

IstraZivanje koje su proveli Routy i sur. (2018.) je takoder bilo temeljeno na promatranju
ucinaka crijevne mikrobiote u terapiji blokiranja PD-1. U 140 pacijenata s razli¢itim tipovima
raka (rak pluca, bubrega i mokra¢nog mjehura) u fekalnim uzorcima je pronadena povecana
koli¢ina Akkermansia muciniphilia. Mehanizam njezina utjecaja na blokiranje PD-1 nije
razjasnjen, ali se osniva na pove¢anju CD4+ memorijskih T stanica u tumoru koje eksprimiraju
kemokinske receptore povezane sa preZivljavanjem u kasnijim stadijima raka (Wang i sur.,

2018; Dai i sur., 2020).

Neodavno istraZivanje koje su proveli Mao 1 sur. (2021.) temeljilo se na promatranju
utjecaja crijevne mikrobiote na lijeCenje raka hepatobilijarnog sustava PD-1 imunoterapijom.
Fekalni uzorci 65 pacijenata skupljani su izmedu 2018. 1 2020. prije pocetka imunoterapije te
dan prije primitka nove doze svaka tri tjedna, nakon Cega su pohranjeni i analizirani. U
pacijentima koji su pokazivali klinicki pozitivan odgovor pronadena je veca kolicina
Lachnospiraceae i Alistipes sp., Ruminococcus calidus, Erysipelotichaceae. U pacijentima koji
nisu pokazivali pozitivan klini¢ki odgovor pronadene su povecane koli¢ine Veillonellaceae.
Lachnospiraceae 1 Erysipelotichaceae su butirat-producirajuée bakterije koje se povezuju s
pozitivnim odgovorom na PD-1 imunoterapiju kao i Ruminococcaceae Cija se prisutnost smatra
pozitivnim prognostickim biljegom. U ovom istraZivanju istaknuta su dva zapazanja. Prvo je
heterogenost odgovora na dvije dominantne porodice Firmicutes i Bacteroidetes. U sluCaju
porodice Firmicutes odgovor je bio pozitivan dok je porodica Bacteroides davala heterogene
rezultate (Slika 10). Drugo, povezanost mikrobiote sa irAE. Pacijenti s teSkim oblikom kolitisa
imali su smanjenu raznolikost mikrobiote i obogacenje s Prevotellamassilia timonensis iz
porodice Bacteroidetes. Obogacéenje crijevne mikrobiote specifi¢nim vrstama moZe posluZiti u

buduéem razvitku biomarkera za predvidanje nastanka kolitisa.
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Tablica 2. Regulacija crijevne mikrobiote u imunoterapiji raka*

Mikrobiota
Imunosna regulacija Utjecaj na imunoterapiju raka
(@ili produkti)
Bifidobacteria Promoviranje sazrijevanja DC Pojacava PD-1 blokadu
Aktivacija limfocita
Povecéavanje razine proupalnih citokina i IFN-y
Inicijacija proliferacija antigen specificnih CD8+ T stanica
B fragilis Aktivacija Thl stanica Pojacava CTLA-4 blokadu

A. muciniphilia

Escherichia

Clostridium

Faecalibacterium

Bacteroides

Kratkolancane

masne kiseline

Promoviranje proliferacije Treg
Promoviranje sazrijevanja DC

Povecanje CD4+ T stanica

Induciranje diferencijacije Treg i inhibicija upale

Promoviranje proliferacije CD4+ ili CD8+ T stanica
Promoviranje proizvodnje Treg stanica i ekspresije
kostimulatornih molekula

Poveéanje Treg i imunosupresivnih stanica
Uzrokovanje sistematskog upalnog procesa putem TLR

Promoviranje diferencijacije Treg

Pojacava PD-1 blokadu

Pojac¢ava CTLA-4 blokadu

Pojacava PD-1 blokadu

Pojac¢ava CTLA-4 blokadu

Ocekivana PD-1 blokada

Ocekivana CTLA-4 blokada
Pojac¢ava CTLA-4 blokadu

*preuzeto i prilagodeno prema Dai i sur., 2020.

4.2.3. Protein povezan s ctiotoskicnim T limfocitima 4 (CTLA-4)

Protein povezan s citotoksi¢nim T limfocitima 4 (engl., Cytotoxic T-Lymphocyte

Associated Protein 4, CTLA-4 ili CD152) je imunomodulatorna povrSinska molekula koja se

nalazi na povrSini T stanica gdje negativno regulira njihovu aktivaciju i time ¢ini jo§ jednu

imunosnu kontrolnu to¢ku (Kim i Choi, 2022). Aktivacija stanica T je sloZeni proces koji

zahtjeva viSe stimulacijskih signala. Vezanje T stani¢nog receptora (engl. T cell receptor, TCR)

1 MHC 1II dovodi do nastanka prvog signala koji nije dostatan za pokretanje imunosne reakcije.

Vezanje kostimulatornih molekula B7.1 ili B7.2 (CD80 ili CD86) na antigen predo¢nim

stanicama 1 CD28 na T stanicama dovodi do nastanka signala progresije koji poti¢e imunosni

odgovor, proliferaciju T stanica, lucenje IL-2, pove¢anog metabolizma, ekspresije gena za

prezivljavanje i sli¢no (Kim i Choi, 2022; Buchbinder i Desai, 2016).
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CTLA-4 se poput CD28 nalazi na stanicama T i na sebe veZe iste ligande CD80 i CD86, ali
sa puno vecim afinitetom Sto dovodi do kompetitivnog vezanja koje moze sprijeciti nastanak
signala progresije CD28/B7. O vezanju ovih dvaju receptora, ovisiti ¢e hoce li doci do
aktivacije ili anergije T stanice (Slika 11.). Zanimljivo je da regulaciju ekspresije CTLA-4 na
naivnim stanicama T vrSi TCR. Stimulacijski signali TCR 1 CD28/B7 poticu egzocitozu

vezikula s CTLA-4 i njihovu ekspresiju na povrsini stanice (Buchbinder i Desai, 2016).

CTLA-4 ima bitnu ulogu u odrZavanju supresivne uloge Treg stanica na kojima je
konstitutivno eksprimiran. Treg stanice utjecu na aktivnost efektorskih T stanice putem antigen
predoc¢nih stanica na kojima smanjuju ekspresiju liganda B7. Smanjena ekspresija liganda B7
na povrsini antigen predocnih stanica dovodi do nedostatka kostimulatornog signala CD28/B7

na efektorskim T stanicama (Buchbinder i Desai, 2016).

Stanice raka mogu takoder eksprimirati B7 ligand na svojoj povrSini te dovesti do
inaktivacije stanica T. S obzirom na ekspresiju CTLA-4 u ranom stadiju razvoja T stanica i
njegovo vezanje na ligand B7 visokim afinitetom, razvijen je tip imunoterapije koji inhibira
takvu kontrolnu tocku i sudjeluje u reaktivaciji protutumorskog ucinka stanica T (Dai 1 sur.,

2020).

Trenutacni odobreni lijek za inhibiciju CTLA-4 u imunoterapiji je monoklonalno
protutijelo, ipilimumab koji se koristi za lijeCenje metastatskog melanom. Uz njega postoji i
tremelimumab koji je u drugoj fazi testiranja za lijeCenje raka plu¢a. Ipilimumab ima identi¢ne
izazove 1 prednosti kao lijekovi za inhibiciju PD-1/PD-L1. Iako predstavlja veliki potencijal u
lijeenju raka, veliki financijski troSak, rezistencija ili neosjetljivost pacijenata i razvitak irAE
(Tablica 1.) jedni su od problema koji se pojavljuju koriStenjem ovog lijeka (Dai i sur., 2020;

Buchbinder i Desai, 2016).
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Uklju¢eni bakterijski rodovi - Povezanost s klini¢kim odgovorom
- - 2 . Obogadeno nakon pozitivnog klinickog odgovora
. Firmicutes - Proteobacteria . Obogaceno nakon izostanka klini¢kog odgovora

B eiioneiia B verrvcomicrobia

Slika 10. Razlika u obogacenosti mikrobiote tijekom imunoterapije. Circos dijagram pokazuje razliCite utjecaje
¢lanova mikrobiote na lijeCenje ICB. Plava traka predstavlja clanove mikrobiote ¢ija koli¢ina je poviSena tijekom
lijecenja, dok crvena traka predstavlja ¢lanove koji su obogaceni tijekom neuspjelog lijecenja ICB. Brojevi u
zagradi predstavljaju izvor reference. (1) Chaput i sur. (2) Frankel i sur. (3) Gopalakrishnan i sur. (4) Matson i

sur. (5) Routy i sur. (6) Routy i sur. (7) Temraz i sur. (preuzeto i prilagodeno prema Dai i sur., 2020).

4.2 4. Utjecaj crijevne mikrobiote na CTLA-4 imunoterapiju

Iako toan mehanizam kojim CTLA-4 protutijela uzrokuju protutumorski u¢inak nije
jasan, podatci istraZivanja upucuju na pojacanu aktivaciju i proliferaciju efektorskih T stanica

te na smanjenje supresije Treg stanicama (Buchbinder i Desai, 2016).

Vétizou 1 sur. (2015.) provode jedno od prvih istrazivanja koje pokazuje utjecaj crijevne
mikrobiote na blokiranje CTLA-4. Zamijetili su da se prilikom koriStenja ipilimumaba
razvijaju protutijela na ¢lanove crijevne mikrobiote 1 da dolazi do nastanka irAE (kolitis)
povezanih s poremecajima u crijevnoj mikrobioti. Njihovi rezultati su takoder uputili na ulogu
crijevne mikrobiote kao klju¢nog Cimbenika u odgovoru na imunoterapije. U sterilnim
miSevima je zamijeCeno da dolazi do progresije tumora unato¢ administracije CTLA-4
protutijela. U miSevima koji su imali uklonjene odredene patogene, zamijeCena je sporija

progresija tumora. Ipak, lijeCenje antibioticima (streptomicin, kolistin i ampilicin) uzrokovali
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su nedostatak odgovora na CTLA-4 protutijela u miSevima s rakom debelog crijeva i

melanomom.

Proizvodnja IL-2
Proliferacija
Poveéano prezivljavanje

Reducirano proizvodnja IL-2
Reducirano proliferacija

Snazan Reducirano prezivljavanje

signal TCR

T stanica

Slika 11. Inhibicija stanica T putem CTLA-4. Stanice T su aktivirane putem vezanja TCR i antigena predocenog
putem kompleksa MHC zajedno sa CD28/B7 kostimulacijom. (A) U slucaju slabe stimulacije TCR, prevladava
vezanje CD28 na B7 Sto uzrokuje pozitivan signal, proizvodnju IL-2, proliferaciju i povecanu stopu
preZivljavanja. (B) U slucaju snaznog TCR signala, povecava se ekspresija CTLA-4. CTLA-4 je u kompeticiji s
CD28 za vezanje na B7. Povecano vezanje CTLA-4 na B7 uzrokuje negativan signal koji ogranicava proizvodnju

i proliferaciju IL-2 S§to ogranicava prezivljavanje stanica T.

Istrazivanje utjecaja CTLA-4 protutijela na crijevnu mikrobiotu pokazalo je da CTLA-4
protutijelo naruSava stani¢nu ravnoteZu u crijevima povecanjem stani¢ne smrti IEC nakon 24
sata davanja lijeka. Osim toga, analizom 16S rRNA ustanovljeno je da jedna injekcija CTLA-
4 protutijela mijenja sastav mikrobiote sa smanjenom koli¢inom Bacteroidales 1
Burkholderiales 1 poveCanjem Clostridiales. Povelanje je zamijeeno na razini vrsta s
porastom Bacteroides thetaiotaomicron i Bacteroides uniformis, dok se razina B. fragilis nije
znatno promijenila. Zbog povecanja vrsta roda Bacteroides, sterilnim miSevima 1 miSevima
koji su prijaSnje hranjeni antibioticima, davana je kombinacija B. thetaiotaomicron, B. fragilis,
Burkholderia cepacia ili kombinacija Burkholderia cepacia i B. fragilis gdje je zamijeCena
obnova odgovora na CTLA-4 imunoterapiju. Kako bi se odredila klini¢ka vaznost ovih otkrica
analizirana je poveznica specifi¢nih Bacteroides vrsta s odgovorom na CLTA-4 imunoterapiju.
Bacteorides su podijeljeni na tri skupina (A, B, C) na temelju algoritma grupiranja fekalnih
bakterija. Zamijeceno je da pacijenti s melanomom koji pozitivno odgovaraju na ipilimumab

pripadaju grupi C koja se sastoji od imunogenih Bacteroides koje obnavljaju ucinkovitost
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protutijela CTLA-4. Ovakvi rezultati upucuju na ulogu ipilimumaba kao modulatora sastava

Bacteroides spp. koji zatim djeluje na njegovu protutumorsku aktivnost (Vétizou i sur., 2015).

B. fragilis se smatra jednom od imunoregulatornih ¢lanova roda Bacteroides. Oralno
primanje B. fragilis inducira Th1 imunosni odgovor. Aktivacija Thl stanica poboljSava njihov
odgovor na bakterijske antigene i nove tumorske antigene. Osim toga, smanjuje toksi¢nost
CLTA-4 imunoterapije promoviranjem proliferacije 1 diferencijacije Treg stanica kao i
Faecalibacterium (Tablica 2.). Aktivacija DC u lamina propria potiCe apsorpciju B. fragilis

Sto potice sazrijevanje DC i luCenje IL-12 koji potice Th1 stani¢ni odgovor (Dai i sur., 2020).

Butirat 1 propionat utjeCu na aktivaciju Treg na nacin da poti¢u njihovu diferencijaciju.
Escherichia 1 Clostridium takoder mogu imati pozitivan ucinak na diferencijaciju Treg i
inhibiciju upalnog procesa (Tablica 2.). Treg stanice sadrZe veliku koli¢inu CTLA-4 koji
odlucuju hoce 1i do¢i do inhibicije aktivnosti odredenih stanica, ali s druge strane korisne su
tumorskim stanicama radi izbjegavanja imunosnog odgovora. Ipak, povecana razina CTLA-4
povecava osjetljivost na blokiranje CTLA-4 i smanjuje imunosupresiju tumorskih tkiva (Dai i

sur., 2020).

Radi poboljSanja odgovora na imunoterapije koriste se kombinacije lijekova za CTLA-4 i
PD-1/PD-L1. Prvo globalno istraZzivanje provedeno je 2017. godine na 39 pacijenata s
melanomom koji su primili kombinaciju ipilimumaba 1 nivolumaba (PD-1 inhibitor) ili samo
nivolumab. Kod pacijenata koji su pozitivno odgovorili na kombinaciju imunoterapija
povecana je koli¢ina Holdemania filiformis, Bacteroides thetaiotaomicron i Faecalibacterium
prausnitzii, dok je kod nivolumab imunoterapije povecana razina Dorea formicogenerans.
CTLA-4 imunoterapija se ve¢inom koristi u kombinaciji s PD-1/PD-L1 imunoterapijom radi
postizanja optimalnih rezultata kod pacijenata koji zbog individualnih razlika u rezistentnosti
na lijekove, ne pokazuju pozitivne rezultate lijeCenjem monoterapijama (samo CTLA-4 ili PD-
1/PD-L1). Kombinacija CTLA-4 i PD-1/PD-L1 imunoterapija pokazala se uspjeSnom u

povecéanju dugotrajnih, klini¢ki pozitivnih rezultata (Dai i sur., 2020; Zhou i sur., 2021).
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5.MODULACIJA MIKROBIOTE RADI POBOLJSANJA ODGOVORA
NA IMUNOTERAPIJE

5.1.TRANSPLANTACIJA FEKALNE MIKROBIOTE (FMT)

Transplantacija fekalne mikrobiote (engl. Fecal microbiota transplantation, FMT)
podrazumijeva izravnu modulaciju crijevne mikrobiote i smatra se potencijalnim alatom za
optimizaciju imunoterapije tumora (Dai i sur., 2020). Prijenos mikrobnih zajednica izoliranih
iz fekalnih uzoraka zdravog donora u Zeludac, debelo i tanko crijevo primatelja odvija se putem
kolonoskopije, oralnih kapsula, klistiranja 1 nazogastricne sonde. Kako bi razvitak FMT
napredovao kao nova vrsta terapije potrebno je odrediti kako odabrati pogodne uzorke za FMT,
precizno povezati primarnu rezistentnost na imunoterapije sa disbiozom 1 uspostaviti nacin

odredivanja kompatibilnosti donora i primatelja (Bullman i sur., 2021).

Dva nedavna klinicka ispitivanja upuéuju na ulogu FMT u prekidu rezistencije na
imunoterapiju kontrolnih toaka. U prvom ispitivanju koje provode Baruch i sur. (2021.)
izmedu 2018. 1 2019. godine FMT je koriStena u kombinaciji s imunoterapijom za PD-1
(nivolumab). Deset pacijenata s melanomom i rezistencijom na PD-1 imunoterapiju zaprimili
su FMT od dvaju pacijenata (donor 1 i donor 2) koja su pokazivala pozitivan odgovor na PD-
1 imunoterapiju. Primatelji su lijeCeni antibioticima prije FMT koju su zaprimali svaka dva
tjedna 1 naizmjence putem kolonoskopije. Pacijenti su pokazivali pozitivan odgovor nakon
FMT uzorka donora 1, za razliku od uzorka donora 2 gdje nije doSlo do znacajnih promjene u
odgovoru na imunoterapiju. Prema metagenskoj analizi, promjena crijevne mikrobiote se
dogodila u svim pacijentima, ali s naglaskom na povecanu koli¢inu Bifidobacterium
adolescentis tijekom primanja uzoraka donora 1 1 Ruminococcus bromii tijekom primanja
uzoraka donora 2. Obje vrste su povezane s pozitivnim odgovorom na imunoterapije te je
daljnjim analizama u svim pacijentima utvrdena povecana ekspresija gena za prezentaciju
antigena na crijevnom endotelu kao i povecana koli¢ina IFN-y i aktivacija citotoksi¢nih T

stanica tijekom primanja uzorka od donora 1.

Drugo ispitivanje kojeg provode Davar i sur. (2021.) izmedu 2018. 1 2020. godine
obuhvaca 16 pacijenata s melanomom koji pokazuju rezistentnost na PD-1 imunoterapiju i
kombinaciju PD-1 i CTLA-4 imunoterapije. Uzorci za FMT ekstrahirani su od 7 donora od
kojih su 3 imala parcijalni odgovor i1 4 koja su imala pozitivan odgovor na imunoterapiju.

Pacijenti su zaprimili samo jednu FMT putem kolonoskopije zajedno s koriStenjem
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pembrolizumaba (inhibitor PD-1) svaka tri tjedna. Od 16 pacijenata, 3 pacijenata pokazuju
pozitivne rezultate dok drugih 3 pacijenata pokazuju stabilnost bolesti preko 12 mjeseci.
Ovakvi rezultati upucuju na ulogu FMT kao modulatora sastava crijevne mikrobiote. Promjena
sastava prouzrocila je obogacenje sa Lachnospiraceae, Ruminococcaceae, Bifidobacteriaceae
1 Coriobacteriaceae za koje se smatra da su putem sustavnog imunosnog odgovora prouzrocile

promjene u mikrookoliSu tumora i omogucile uklanjanje rezistentnosti na PD-1 imunoterapiju.

Iako rezultati ovih dvaju istraZzivanja pokazuju obecavajuci utjecaj FMT na modulaciju
crijevne mikrobiote, veliki naglasak je stavljen na potrebu za novim i ve¢im klinickim
ispitivanjima. U budu¢im ispitivanjima ocekuje se otkrivanje bakterijskih sojeva i njihovih
karakteristika koje se dosljedno mogu povezati s poboljSanim odgovorom na imunoterapije

(Bullman i sur., 2021).

5.2, PROBIOTICI I PREBIOTICI

Prebiotici su supstrati koje selektivno koriste mikroorganizmi domacina na nacin koji se
odraZava pozitivno na zdravlje domacina. Kao prebiotici najcesce se koriste fruktan i galaktan
koje mikrobiota fermentacijom prevodi u SCFA ¢iji je utjecaj opisan u prijasnjim poglavljima.
Probiotici su selektirana skupina Zivih bakterija koje u odgovarajuéem omjeru imaju pozitivan
ucinak na zdravlje domacina (Gibson i sur., 2017, Wan i sur., 2021). Dosada nije utvrdena

kombinacija bakterija koja moZe stvoriti protutumorski mikrookoli§ (Zitvogel i sur., 2017).

Jedna od glavnih uloga crijevne mikrobiote je apsorpcija i metabolizam nutrijenata. Kod
pacijenata s rakom zamijeceno je da stabilnost mikrobiote povec¢ava sposobnost borbe protiv
tumora. Ipak, kod vecine pacijenata dolazi do poremecaja u sastavu mikrobiote (disbioze) koja
onemogucava pravilnu apsorpciju nutrijenata 1 njihovo energetsko iskoriStavanje (Dai 1 sur.,

2020).

Lactobacillus 1 Bifidobacterium su dva najceS€a roda koja se koriste prilikom izrade
probiotika. 1z roda Lactobacillus Cesto se koriste L. casei, L. plantarum, L. rhamnosus 1 L.
acidophilus radi njihove sposobnosti aktivacije DC i NK stanica, smanjenja proupalnih
pomocnickih T 17 stanica 1 poticanja diferencijacije tipa 1 regulatornih T stanica. B. breve i

B. longum takoder poticu sazrijevanje DC 1 lu¢enje IL-12. Oba roda su komercijalno dostupna
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u obliku mlijecnih proizvoda ili kapsula. Njihovo koriStenje takoder moZe poboljSati probavu
nutrijenata fermentacijom neprobavljivih ugljikohidrata i nastanak SCFA. Bitno je napomenuti
da uzimanje probiotika ¢ini samo jedan od mnogih ¢imbenika koji oblikuju stabilnu mikrobiotu
koja djeluje protutumorski (Slika 8.). Prehrana moZe potaknuti promjene u sastavu mikrobiote
Sto je pokazano putem roda Clostridium. Dijeta obogaCena mastima potice Clostridium
scindens na proizvodnju sekundarnih Zu¢nih soli dok dijeta obogacena vlaknima ju potice na

proizvodnju butirata (Bhatt i sur., 2017; Zitvogel i sur., 2017; Wan i sur., 2021)

Lactobacillus 1 Bifidobacterium su samo neki od mnogih bakterijskih rodova koji pokazuju
protutumorsko djelovanje modulacijom njegova mikrookoliSa. Daljnji razvitak probiotika
zahtjeva identifikaciju 1 izolaciju protutumorskih bakterijskih vrsta koje ¢e omoguditi nastanak
novog tipa probiotika (kompleksnih mikrobnih ekosustava) ili farmakoloskih ¢imbenika koji

opona$aju njihovo djelovanje u prisutnosti tumora (Zitvogel i sur., 2017; Bullman i sur., 2021).

5.3. DDAGNOSTICKE SPOSOBNOSTI MIKROBIOTE

S obzirom da mikrobiota moZe potaknuti tumorogenezu u odredenim uvjetima, njezina
analiza moZe biti potencijalno koriStena kao prognosti¢ka klinicka metoda (Bagheri i sur.,
2022). Istrazivanje koje provode Poore i sur. (2020) ukazuje na potencijal mikrobiote kao
biljega za dijagnozu raka. Analizom krvi i tkiva otkriveno je da postoji povezanost izmedu
razliCitih tipova raka i mikrobiote te da razvitak ovakvog dijagnostickog pristupa moZze biti vrlo
znaCajan pacijentima. Nedostatak ovakve metode je otkrivanje podrijetla pronadenih
nukleinskih kiselina te mnoge tehnoloske 1 bioloske prepreke koje je potrebno rijesiti prilikom

razvitka ove metode (Poore 1 sur., 2020).

Disbioza crijevne mikrobiote takoder moze sluZiti kao ¢imbenik za rano predvidanje
nastanka tumora. Abaliza odredenih bakterijskih vrsta moZe posluZiti kao biljeg ranog razvitka
odredenih karcinoma. Jedna od njih je enterotoksi¢na B. fragilis koja se povezuje s nastankom
kolorektalnog karcinoma. U jednom od dva objavljena nova klinic¢ka ispitivanja pronadeno je
da koriStenje fekalnih biomarkera moze predvidjeti razvitak raka Zeludca s precizno$¢u preko
90% putem identifikacije Desulfovibrio, Escherichia, Faecalibacterium, 1 Oscillospira

(Bagheri 1 sur., 2022).
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H. pylori se smatra uzro¢nikom 70% slu€ajeva raka Zeludca, ali nije korisna kao biljeg jer
samo 1-4% populacije koja ima prisutnu ovu bakteriju, razvija rak Zeludca. Ovo je jedan od
razloga zaSto se dijagnosticiranje raka putem mikrobiote ne koristi kao klinicki odobrena
metoda. Potrebna su nadolazeca istrazivanja koja ¢e ustanoviti moZe li se crijevna mikrobiota

koristiti kao prognosti¢ki biomarker za razvitak malignih bolesti (Bagheri i sur., 2022).

6. ZAKLJUCAK

Crijevna mikrobiota predstavlja sloZen i heterogeni ekosustav koji je prisutan od rodenja.
Proizvodnjom metabolita 1 sudjelovanjem u probavnim procesima, utjeCe na odrZavanje
cjelovitosti mukoznog sloja 1 pridonosi odrzavanju homeostaze. Fizioloski utjecaj crijevne
mikrobiote povezuje se s njezinom ulogom u razvitku i regulaciji imunosnog sustava. Zbog
imunomodulatornih svojstava, smatra se da crijevna mikrobiota ima znaCajan utjecaj na
imunoterapiju tumora. Iako to¢ni mehanizmi kojima crijevna mikrobiota utjece na mikrookoli§
tumora nisu poznati, zamijeceno je da njezina modulacija putem FMT i probiotika predstavlja
novi potencijalni pristup u poboljSanju u¢inkovitosti imunoterapije i prekida rezistencije na
nju. Potrebna su daljnja istraZivanja kako bi se utvrdili to¢ni mehanizmi djelovanja crijevne
mikrobiote 1 omogucio razvitak specifi¢nih terapeutskih proizvoda poput imunoterapijskih

probiotika.
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