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Popis skraéenica i akronima

AB — antibiotik

AE — eng. antibiotic exposure

CD8" - eng. cluster of differentiation 8 positive
CR — eng. complete response

CTLA-4 — eng. cytotoxic-T-lymphocyte-associated protein
DDD - eng. defined daily dose

DOT - eng. antibiotic days of therapy

ER — eng, early responders

FMT — eng. fecal microbial transplantation
HSD — eng. high salt diet

HZZO — Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje
IgG — imunoglobulin G

LGG - Lactisaeibacillus rhamnosus

LR —eng. late responders

LSD —eng. low salt diet

ND —eng. normal diet

NK stanica — eng. natural killer cell

NR — eng. nonresponders

NSCLC — eng. non-small-cell lung cancer

OR — eng. objective response

OS —eng. overall survival

PD —eng. progression of disease

PD-1 —eng. programmed cell death 1



PD-L1 — eng. programmed cell death ligand 1
PFS —eng. progression-free survival

PR —eng. partial response

R —eng. responders

RCC — eng. renal cell carcinoma

SCFA — eng. short-chain fatty acids

SD —eng. stable disease

Thl - eng. human T-helper type 1



Sadrzaj

1.

2.

3.

&

o

(0o T SRRSO 8
)Y =T =T - PSSR 8
Pregled literature Na Zadanu teMU.........cooiieiiieiie e 9
3.1.  Sastav crijevne MiKroDIOte. .........ccoveiiiii i e 9
3.2, ImunoterapijSKO IJECENJE ... .ccuiiiiiiiiiiie it 9
3.3.  Modulacija mikrobiote antibioticima i djelotvornost imunoterapije ...........c.c.co...... 10
3.4.  Modulacija mikrobiote probioticima i prehrambenim navikama i djelotvornost
[ IU gL =T =T o] -SSP PP 13
3.5.  Fekalna transplantacija i djelotvornost imunoterapije .........ccoceveeveriveresieesieeseanens 17
RASPIAVA. ...ttt r et 22
ZLAKIJUCCT 1ttt ittt sttt sttt ettt et e sa bt bb e e bt e e bb e e b b e e e b e e bb e e bn e 24
SAZETAK ...t e e e e e e e — e e e e e —e e e e e abraeeeearaaeeeaaareeas 25
SUMMIAIY .ttt ettt e bt e et et e s bb e e sab e e ea b e e e sab e e snb e e e nsbe e e enbeeesbeeebeeeannneeas 26
YT oL USRNSSR 27
ZAVOTODIS oo veeveeseeeeiesteseeseesee e ee e tes s es s s ess e s e s et s s st s st st ensensesse s et es st s s ensansenaanes 31



1. Uvod

Ljudska crijevna mikrobiota sastoji se od bakterija, gljivica, protozoa, arhejai virusa.(1)
Mikrobiota ostaje u homeostazi pomocu pozitivnih i negativnih povratnih sprega, a moze se
modulirati  antibioticima, probioticima, raznim nacinima prehrane te fekalnom
transplantacijom.(2) Funkcije crijevne mikrobiote dijelimo na strukturalne, metabolicke,
neuroloske i zastitne. (1)

Povezanost imunoloSkog sustava i malignih bolesti ustanovljena je 1863., kada je
Rupert Virchow prvi predlozio ideju povezanosti upale i raka. Nakon toga, u razvoju
imunoterapije postignuti su mnogi pomaci, a jedan od vaznijih ucinjen je ranih 1990-tih, kada
su imunoglobulini cytotoxic-T-lymphocyte-associated protein (CTLA-4) i programmed cell
death 1 (PD-1) dokazani kao inhibitori aktivacije T limfocita koji su postali kljutne mete
moderne imunoterapije.(3) Imunoterapija je znaCajno povecala prezivljenje pacijenata s
uznapredovalim karcinomima, poput metastatskog melanoma, Cije je 5-godisnje prezivljenje
2009. bilo oko 10% (4), dok je danas moguce posti¢i 5-godisnje prezivljenje od 52% (5).
Unato¢ velikim pomacima koje je imunoterapija donijela modernom lijeCenju karcinoma,
veéina pacijenata ¢e ipak progredirati na imunoterapiji te je potrebno naci nacin na koji bi se
pojacala djelotvornost iste.(6) Jedna od moguénosti postizanja boljeg odgovora na
imunoterapiju je i kroz modulaciju crijevnog mikrobioma te je fokus ovog rada evaluacija
imunoloske funkcije mikrobiote i njen odnos na lijeenje imunoterapijom u pacijenata sa

uznapredovalim karcinomima.

2. Svrha rada

Svrha ovoga rada je usporediti aktualna istrazivanja vezana uz modulaciju mikrobiote
1 analizirati utjecaj pojedinih nacina modulacije mikrobiote na djelotvornost imunoterapije u

pacijenata s karcinomom.



3. Pregled literature na zadanu temu

3.1. Sastav crijevne mikrobiote

Sastav crijevne mikrobiote svake osobe drzi se u relativnoj homeostazi, ali promjenjiv
je ovisno o faktorima poput prehrane, okoliSa, zivotnog stila, bolesti 1 lijekova, pogotovo
antibiotika.(1) Moderna istrazivanja u¢inka crijevne mikrobiote na imunoterapiju zapo€inju
2015. kada je primijec¢eno da miSevi sa sterilnim crijevima imaju losiji klini¢ki odgovor na
lije¢enje karcinoma imunoterapijom od miseva s raznolikosc¢u crijevnog mikrobioma. (7) Vise
kasnijih istrazivanja pokazalo je heterogene rezultate vezane uz tocan sastav mikrobiote koji
promic¢e djelotvornost imunoterapije, a rezultati se tek djelomi¢no preklapaju. Vecina studija
ipak isti¢e koljeno Ruminococceacae (8, 9, 10, 11, 12) i ostale bakterije reda Clostridales (9,
10, 13) kao viSe reprezentirane u grupama koje su postigle klinicki odgovor na imunoterapiju
(eng. responders - R). Nekoliko studija povezala je R grupu i posebno s koljenom
Faecalibacterium (9, 12, 13) te bakterijom Akkermansia muciniphila (10, 14, 15, 16, 17).
Nekoliko njih slozilo se i da je u grupama pacijenata koji nisu postigli klini¢ki odgovor (eng.
nonresponders — NR) vise reprezentiran red Bacteroidales (8, 9, 11, 12). Jedan od nacina kako
mikrobiota moze djelovati na ucinak imunoterapije je i kroz luCenje metabolita inozina,
triptofana, metabolita Zu¢nih kiselina te kratkolan¢anih masnih kiselina, koji utjeu na genetsku
i epigenetsku regulaciju, tumorske signalne puteve, popravljanje DNA te na metabolizam
stanica imunoloskog sustava.(18) Neki metaboliti djeluju protumorski, neki antitumorski, a
necije je djelovanje ovisno o okoliSu u kojem se isti nade unutar tijela.(2, 18) Kriznom
reakcijom izmedu mikrobiote crijeva i stanica imunoloskog sustava pojacavaju se posredne
funkcije urodenih imunoloskih stanica, jaca se antitumorsko djelovanje adaptivnih
imunoloskih stanica i podize se imunogenost tumorskih stanica. Ovako crijevna mikobiota

moze reprogramirati tumorski mikrookolis i pojacati odgovor na imunoterapiju.(19)

3.2. Imunoterapijsko lijeCenje

Imunoterapijski lijekovi odobreni od strane Hrvatskog zavoda za zdravstveno
osiguranje (HZZO) su: pembrolizumab, nivolumab, cemiplimab, atezolizumab, durvalumab,
avelumab i ipilimumab.(6) Karcinomi koje se lijeCi imunoterapijski su: uznapredovali
melanom, nesitnostani¢ni karcinom pluca, metastatski kolorektalni karcinom, uznapredovali
karcinom bubrega, pleuralni mezoteliom, karcinom urotela te hepatocelularni karcinom, iako

se sukladno istrazivanjima oc¢ekuje da ¢e se ta lista prosirivati.(6, 20) Imunoterapiju mogu

9



pratiti i brojne nuspojave, koje se gradiraju u one niskog gradusa (gradus 1 i 2) te visokog
gradusa (gradus 3 1 4). Nuspojave mogu biti dermatoloske, gastrointestinalne, endokrine,
pluéne, reumatoloSke, neuroloSke, okularne, renalne, sré¢ane i hematoloSke, no moze biti
zahvacen bilo koji organ u tijelu.(20) Nuspojave gradusa 3 ili vise ¢e$¢e su u lijeCenju s anti-

CTLA-4 imunoterapijom te iznose 31%, dok u lijeCenju s anti-PD-1 iznose 10%.(21)

3.3.  Modulacija mikrobiote antibioticima i djelotvornost imunoterapije

Antibiotici (AB) utjecu na crijevnu mikrobiotu na nacin da uzrokuju disbiozu, to jest
mijenjaju kompoziciju mikrobiote smanjujuéi raznolikost i bogatstvo sastava, opadanje
koli¢ine nekih vrsta, a povecanje koli¢ine drugih, ovisno o samom AB i Sirini njegovoga
spektra djelovanja.(22) AB s jakim i Sirokim djelovanjem obi¢no uzrokuju najdugotrajnije
ucinke na sastav crijevne mikrobiote (21)

Derosa i sur. proucili su utjecaj uzimanja AB 30 i 60 dana prije pocetka imunoterapije
na 239 pacijenata sa nesitnostani¢nim karcinomom pluca (eng. non-small-cell lung cancer -
NSCLC) i 121 pacijenata s karcinomom bubrega (eng. renal cell carcinoma - RCC). U 48
NSCLC i 16 RCC pacijenata koji su primili AB unutar 30 dana prije po¢etka imunoterapije,
najces¢i AB bili su beta laktami. U RCC pacijenata koji su primali AB pokazala se vec¢a Sansa
za primarnu progresiju bolesti (eng. progression of disease — PD) te krace prezivljenje bez
progresije (eng. progression-free survival — PFS) i ukupno prezivljenje (eng. overall survival
— OS) naspram pacijenata koji nisu primali AB. U NSCLC pacijenata koji su primali AB, Sansa
za primarnu PD nije bila zna¢ajno veca, ali su PFS 1 OS bili kra¢i naspram pacijenata koji nisu
primali AB. U 68 NSCLC i 22 RCC pacijenta koji su primali AB unutar 60 dana prije
imunoterapije rezultati za RCC bili su sli¢ni, a rezultati za NSCLC razlikovali su se po tome
da PFS u AB grupi nije bio smanjen.(23)

Jung Geum i sur. takoder su proucavali utjecaj AB 30 dana prije pocetka, ali i tijekom
lijecenja imunoterapijom u pacijenata s NSCLC. U studiju je ukljuc¢eno 140 pacijenata, od kojih
je 70 primalo AB. Pacijenti koji su primali AB pokazali su znacajno kra¢i OS, ali ne i PFS.
Posebno je proucen Sirokospektralni piperacilin/tazobaktam, koji je pokazao i krac¢i OS 1 kraci
PFS u usporedbi s pacijentima koji nisu primali AB. Ova studija takoder je 1 kvantificirala
uzimanje AB kroz dvije mjere; suma dana uzimanja AB (eng. antibiotic days of therapy - DOT)
i definirane dnevne doze AB (eng. defined daily dose - DDD). Ve¢i DOT korelirao je s manjim
OS u svih AB, ali i PFS u uzimanju piperacilin/tazobaktam duljem od 2 tjedna, a ve¢i DDD

piperacilina/tazobaktama 1 glikopeptida je korelirao i s ve¢im mortalitetom. Ova studija
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ukazala je ne samo na negativan utjecaj AB na prezivljenje pacijenta s imunoterapijom, vec i
na krace prezivljenje kod uzimanja Sirokospektralnih AB i kumulativne doze AB.(24)

Sliéne rezultate pokazali su Elkrief i sur. na 74 pacijenta s uznapredovalim
melanomom, od kojih je njih 10 uzimalo AB 30 dana prije pocetka lijeCenja imunoterapijom,
Najcesce koristeni AB bili su beta laktami. Pacijenti koji su primili AB imali su zna¢ajno kraci
PFS, a nijedan nije imao objektivni odgovor (eng. objective response — OR) na terapiju, dok je
34 % pacijenata koji nisu primali AB imalo OR. lako je postoji disbalans izmedu skupine koja
je primala AB i one koja nije primala AB, ova studija ukazala je da primanje AB prije pocetka
imunoterapijskog lijeCenja moze utjecati na djelotvornost toga lijecenja.(25)

Mohiuddin i sur. takoder su proucavali pacijente s melanomom koji se lijece
imunoterapijom, ali na velikom uzorku od 568 pacijenata s uznapredovalim melanomom, od
kojih je njih 114 primalo AB unutar 90 dana prije po€etka imunoterapijskog lijecenja, a stadij
II i IV analizirani su zasebno. Najcesc¢e koristeni AB bili su cefalosporini, a nakon njih
penicilini 1 florokinoloni. Pacijenti u oba stadija koji su primali AB imali su znacajno kra¢i OS
od onih koji nisu primali AB, a sli¢ni rezultati pokazali su se i pri prouc¢avanju onih u skupini
koji su primali AB unutar 45 dana prije pocetka imunoterapije. Ova je studija jedina proucila i
utjecaj AB na pojavu Kkolitisa koji zahtijeva intravenozne steroide kao nuspojave imunoterapije
I ona je bila ¢es$c¢a u korisnika AB.(26)

Routy i sur. proucili su utjecaj AB terapije na primarnu rezistenciju na anti-PD-1 na
misevima. Prvo su miSevi sa sarkomom ili melanomom bili lijeCeni imunoterapijom i
podijeljeni u dvije skupine. Jedna je skupina dobivala Sirokospektralne AB, a druga nije
primala AB te se zakljucilo da je prezivljenje i antitumorsko djelovanje imunoterapije bilo
znacajno smanjeno u skupini sa AB. Zato je prouceno 249 pacijenata s NSCLC, RCC i
karcinomom urotela, od kojih je ukupno 69 primalo AB unutar 60 dana prije ili 30 dana poslije
prve primjene imunoterapije. U pacijenata sve tri vrste tumora koji su primali AB znacajno se
smanjio PFS i OS te je potvrdena hipoteza da AB smanjuju djelotvornost imunoterapije.(17)

Studija Iglesias-Santamaria proucila je utjecaj ukupne izloZenosti AB na djelotvornost
imunoterapije u skupini od 102 pacijenta s uznapredovalim karcinomom. Pacijenti su bili
podijeljeni na one koji su primali AB 4 tjedna prije ili poslije poCetka imunoterapije (33
pacijenta) te na one koji su primali AB u tijeku imunoterapije (60 pacijenata). Izracunavanjem
mjere izlozenosti AB (eng. antibiotic exposure — AE) objektivizirana je koli¢ina uzimanja AB
jer je AE omjer koliko je dana pacijent primao AB naspram koliko je dana bio lijeGen
imunoterapijom. Najces¢e uzimani AB bili su beta laktami, a nakon njih florokinoloni,

cefalosporini te makrolidi. Pacijenti koji su primali AB 4 tjedna prije pocetka imunoterapije i

11



4 tjedna nakon pocetka imunoterapije nisu se zna¢ajno razlikovali u PFS 1 OS, a isti manjak
razlike pokazao se i u usporedbi pacijenata koji su primali AB tijekom imunoterapije naspram
onih koji nisu primali AB. Razlika u PFS i OS je bila znacajna samo u usporedbi pacijenata
koji su imali AE vec¢i od medijana (koji je iznosio 11,1%) naspram onih koji su imali AE u
medijanu ili ispod njega, pokazujuéi negativan utjecaj velikog AE. Upravo zato ova je studija
zakljucila da je duljina lijecenja s AB bitnija od vremenskog okvira pocetka lijjeCenja AB
naspram pocetka imuterapije, no rezultati nisu pratili vrste AB. (27)

Pinato i sur. na 196 pacijenata s melanomom ili NSCLC ili drugom vrstom
uznapredovalog karcinoma proucili su utjecaj AB unutar 30 dana prije pocetka lijeCenja
imunoterapijom i tijekom imunoterapije na prezivljenje. Najes¢e propisani bili su beta laktami
u trajanju do 7 dana. OS u pacijenata koji su primali AB prije poCetka imunoterapije bio je
znantno manji naspram onih koji nisu primali AB, a Sansa za lo§ odgovor na lijeCenje
imunoterapijom bila je gotovo duplo veca naspram onih koji nisu primali AB. Pacijenti koji su
primali AB u tijeku lijecenja imunoterapijom nisu imali znacajnije razlike u OS i odgovoru na
terapiju od pacijenata koji nisu primali AB. S time je ova studija zakljucila negativan efekt
uzimanja AB unutar 30 dana prije poc¢etka lijeCenja na djelotvornost imunoterapije.(28)

Tinsley i sur. proucili su utjecaj uzimanja AB 2 tjedna prije i 6 tjedana poslije pocetka
lijeCenja imunoterapijom u 291 pacijenata s melanomom, NSCLC ili RCC, od ¢ega je ukupno
92 pacijenta primilo AB u tom vremenskom periodu. Pokazao se zna¢ajno manji PFS 1 OS u
pacijenata koji su primali AB dulje od 7 dana naspram onih koji nisu ili koji su primili samo

jednu dozu AB u sve tri vrste tumora. (29)
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Tablica 1. Pregled studija vezana uz koristenje AB i imunoterapije

Vremenski Medijan Medijan
Studija Vrsta Pacijenti | Pacijenti period P XU
karcinoma | bez AB | saAB | uzimanja AB NEEEEEY) | ey BB
(U danima) Bez Sa Bez Sa
AB | AB | AB | AB
Derosa RCC 105 16 30 74 | 19 | 306|173 /
NSCLC 191 48 38 | 19 | 246 | 79
-30 i tijekom Negativna asocijacija
Jung Geum | NSCLC 70 70 cjelokupnog / / / / Sirokospektralnih AB na
lijeCenja PFSiOS
Elkrief | Melanom | 64 10 =30 73 | 24 | 183|107 | RazlikauOS nije
statisticki znaCajna
Mohiuddin | Melanom | 454 | 114 -90 ;|| | g | OSwmacamoskracenu
AB grupi
NSCLC,
Routy RCC, 180 69 Od;gg do 41 | 35 | 115 | 20.6 /
urotelni
Melanom, 04,28 do Razlike nisu statisticki
Iglesias- ’ . znacajne, ali oni s vi§im
Santamaria RCC'. 60 42 . tijekom 58 | 44 11331138 AE imali su kra¢i PFS i
urotelni, cjelokupnog di
drugi lijecenia OS naspram medijana AE
Gledalo se i koristenje
Melanom, AB u tijeku
Pinato NSCLC, 167 29 -30 / / 26 2 imunoterapije, ali nije
drugi pokazalo relevantnu
razliku u PFSi OS
Melanom, .
Tinsley | NSCLC, | 199 92 Od-14do | 65 | 31 |217 104 | #B d(;’.'.le od 7 gana
RCC +42 medijan OS 6.3
* znak ,,-“ = dani prije pocetka uzimanja imunoterapije, znak ,,+“ = dani nakon prve doze uzimanja

imunoterapije, znak ,/ = informacija nije navedena ili ne vrijedi

3.4.

djelotvornost imunoterapije

Modulacija mikrobiote probioticima i prehrambenim navikama i

Uporabi probiotika za modulaciju mikrobiote korijenje seze jo$ iz drevne Kine.(30)

Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, probiotici su proizvodi koji se sastoje od

zivih mikroorganizama koji kada se daju u odgovaraju¢im koli¢inama daju zdravstvene

dobrobiti domacéinu.(31) Prvi dostupni probiotici, krajem 1990-ih, sastojali su se vecinski od

Saccharomyces ili Lactobacillus sojeva, koji su smatrani korisnima u prevenciji infektivne

dijareje ili infekcije bakterijom Clostridium diffiicile nakon koristenja AB. Nakon toga
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razvijene su mnoge razliite vrste probiotika koje su medusobno vrlo varijabilne, a u sebi
sastoje 108 do 10° organizama, $to smanjuje moguénost medusobne usporedbe proizvoda, ali
i adekvatnog proucavanja djelotvornosti pojedinacne vrste probiotika.(30) Trenutna
istrazivanja pokazuju da odredeni probiotici i prebiotici pomazu u prevenciji i lijeCenju
pojedinih bolesti, no i da je potrebno provesti viSe istrazivanja o istima 1 klinicki validirati viSe
probiotika i prebiotika, obzirom na veli¢inu trzi$ta i Sirinu sastava pojedinih proizvoda.(32)
Prehrambena vlakna su vazni izvori energije za mikrobiotu crijeva, pozitivno su povezana uz
dostupnost mikronutrijenata, formiranje stolice i mikrobna specificnost. Prehrama obogaéena
vlaknima pokazala se kao vazan faktor u prevenciji i lijeCenju mnogih gastrointestinalnih

poremecaja.(33)

Tomita i sur. proucili su retrospektivno na 118 pacijenata s NSCLC utjecaj probiotika
Clostridium butyricum, od kojih je njih 39 uzimalo taj probiotik 6 mjeseci prije pocetka
imunoterapijskog lijeCenja ili tijekom istog. 46 pacijenata takoder je uzimalo i AB, od toga je
22 pacijenata uzimalo i AB i probiotik Clostridium butyricum. Pacijenti koji su primali
probiotik uz AB imali su znacajno bolji PFS i OS naspram pacijenata koji su primali samo AB.
U pacijenata koji nisu primali AB, oni koji su primali probiotik imali su bolji OS, ali ne i PFS
od onih koji nisu uzimali probiotik. Ova studija pokazala je kako probiotik Clostridium
butyricum ima znacajnu ulogu u preZivljenju pacijenata koji su primili AB, a manje zna¢ajnu
ulogu u prezivljenju pacijenata koji nisu primili AB.(34)

Dizman i sur. takoder su ispitali utjecaj Clostridium butyricum u prospektivnoj studiji
od 29 pacijenata s RCC koji primaju kombinaciju nivolumab-ipilimumab. 19 pacijenata
primalo je probiotik. PFS u pacijenata koji primaju probiotik bio je znac¢ajno duzi naspram onih
koji ne primaju probiotik, a OS nije proucen jer je zadnja analiza u¢injena 12 tjedana nakon
prve terapije. U analizi mikrobiote pacijenata R grupe nadena je znacajno povecana koli¢ina
Bifidobacterium spp., ali to se nije uspjelo povezati s uzimanjem probiotika, vjerojatno jer se
radilo o maloj skupini pacijenata. (35)

Gao i sur. proudili su utjecaj specifi¢nog probiotika na djelotvornost imunoterapije, ali
ne na pacijentima, ve¢ na miSevima. Probiotik koji je koriSten je Lactisaeibacillus rhamnosus
(LGG). Grupe miseva podijeljene su na one koji nisu primili lijeCenje, one koji su primili
profilakti¢ni probiotik uz anti-PD-1, one koji su bili lije¢eni probiotikom uz anti-PD-1 te one
koji su lijeceni samo s anti-PD-1. Pokazalo se da su obje skupine koje su primale probiotik
imale bolje prezivljenje i manju veli¢inu tumora od kontrolne skupine. Misevi Koji su primali

probiotike imali su i viSe vrsta bakterija koje su povezane sa kratkolanCanim masnim
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kiselinama (eng. short-chain fatty acids — SCFA), koje su povezane uz pozitivni antitumorski
odgovor (18), od onih koji nisu primali probiotike. Ovo je istraZivanje pokazalo da miSevi koji
su bili lije¢eni s anti-PD-1 uz probiotik LGG imaju bolji antitumorski odgovor naspram miseva
koji nisu primali probiotik.(36)

Takada i sur. fokusirali su se na 294 pacijenata s NSCLC koji su primali monoterapiju
anti-PD-1, od Cega je 32 pacijenta ujedno uzimala i probiotik. Probiotici su pripadali
Bifidobacterium, Clostridium butyricum i bakterije mlije¢ne kiseline otporne na AB. Studija je
pokazala da oni pacijenti koji su primali probiotike imaju dulji PFS od pacijenata koji nisu
primali probiotike, ali znacajne razlike u OS nema. VaZno je naglasiti disbalans broja
pacijenata sa i bez probiotika, §to je moglo utjecati na rezultate.(37)

Zarazliku od studija koje su pokazale pozitivno djelovanje probiotika na imunoterapiju,
Spencer i sur. imali su suprotne rezultate. Fokusiralo se na pacijente koji primaju imunoterapiju
te su ispitane njihove prehrambene navike i uzimanje probiotika. Od 158 pacijenata na
imunoterapiji, njih je 49 uzelo probiotike te se nije pokazala znac¢ajna razlika u odgovoru na
terapiju niti u sastavu mikrobiote. Takoder je ispitana prehrana vlaknima, koja je korelirala s
unos$enjem voca, povréa, mahunarki i cjelovitih zitarica, a od 128 ispitanih pacijenata, njih je
samo 37 primalo dovoljno vlakana (20g na dan). Dovoljan unos vlakana uz neuzimanje
probiotika pokazalo se kao najbolja kombinacija, obzirom da su ti pacijenti imali najdulji PFS.
Nakon ovih rezultata, miSevima s melanomom je u¢injen FMT od CR pacijenta te je jedna
grupa primala ili probiotik Bifidobacterium longum ili probiotik LGG. Misevi koji su primali
probiotik imali su zna¢ajno manju koli¢inu CD8" stanica u tumoru. Kako bi se potvrdila uloga
prenrambenih  vlakana, normalno uzgajanim miSevima s melanomom lijeCenima
imunoterapijom se davala prehrana bogata vlaknima i slaba vlaknima. Oni koji su uzimali puno
vlakana pokazali su usporen tumorski rast. Takve razlike nije bilo u miSeva sa sterilnim
crijevima (eng. germ free mice) sto je dokaz da utjecaj prehrane vlaknima ovisi o mikrobioti.
Zakljuceno je da je imunoterapija najbolje djelovala u skupini koja ima visok unos vlakana u
prehrani, a ne uzima probiotike.(38)

Lam i sur. usporedili su na miSevima utjecaj dijete visokog unosa vlakana i zapadnjacke
dijete u djelotvornosti imunoterapije. MiSevi hranjeni dijetom visokog udijela vlakana pokazali
su manju progresiju tumora i veéu aktivaciju intratumorskih dendritickih stanica naspram
miSeva hranjenima zapadnjackom dijetom (dijeta s velikim unosom masti i Secera). Zakljueno
je da dijeta s visokim unosom vlakana obogacuje bakteriju Akkermansia municiphila koja

potice aktivaciju NK stanica i dendriti¢kih stanica.(15)
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Abbas Rizvi i sur. usporedili su utjecaj dijete raznolikog unosa soli na miSevima s
melanomom koji se lije¢e imunoterapijom. Jedna grupa miSeva primala je manju koli¢inu soli
(eng. low salt diet - LSD), jedna je primala normalnu koli¢inu soli (eng. normal diet - ND), a
jedna visoku koli¢inu soli (eng. high salt diet - HSD). HSD grupa pokazala je ve¢u aktivnost
natural killer (NK) stanica i interferona gama (IFNy), koji su vazni za intratumorski imunosni
odgovor (9) te je imala znac¢ajno manju progresiju tumora i znacajno vece prezivljenje od LSD
1 ND grupe. Primijecena je veca koli¢ina serumske hipopurinske kiseline koja bi mogla biti
korisna u anti-PD-1 djelotvornosti, a analizom mikrobiote primjeéena je veca koli¢ina
Bifidobacterium spp. U¢injena je FMT od HSD grupe na novu grupu miseva te je ta grupa
pokazala 42% regresiju tumora naspram onih koji su primili FMT od NT grupe miSeva.
Zakljuceno je da je HSD kontrirala hiponatrijemiji koja je ¢esta u onkoloskih pacijenata i
obogatila Bifidobacterium koja bi mogla utjecati na bolji tumorski imunitet.(40)

Simpson i sur. su usporedivali su prehrambene navike pacijenata s metastatskim
melanomom lije€enima s imunoterapijom iz tri razli¢ite drzave. U studiju je uslo 103 pacijenta
iz Nizozemske i Australije te 115 pacijenata iz SAD-a. Klini¢ki odgovori pokazali su se boljima
u pacijenata s crijevnom mikrobiotom u kojoj dominiraju Ruminococcaceae naspram onih u
kojima dominira Bacteroidaceae. Ruminococcaceae su povezane s ve¢om raznoliko$éu
mikrobioma, ve¢im unosom vlakana i nizim bazi¢nim C-reaktivnim proteinom (CRP), a
Bacteroidaceae s manjom raznoliko$¢u mikrobioma, manjim unosom vlakana i vi§im bazi¢nim
CRP. Pacijenti iz Australije i SAD-a, gdje vlada zapadnjacka dijeta imali su vecinski sastave
mikrobiote gdje dominira Bacteroidaceae, dok su Nizozemci, gdje vlada dijeta visoke koli¢ine
vlakana, imali vecinski sastave mikrobiote gdje dominira Ruminococcaceae. Ovime se
pokazalo koliko dijeta velik utjecaj ima na sastave mikrobiote, a time i djelotvornost
imunoterapije prilikom lije¢enja karcinoma.(11)

Gol¢i¢ i sur. su, za razliku od ostalih studija koje su prehrambene navike usporedivale
na temelju R i NR, usporedivali utjecaj prehrane na 15 pacijenata koji su imali kompletni
odgovor (eng. complete response — CR) na imunoterapiju kako bi proucili postoje li razlike
izmedu onih 10 pacijenata s ranim odgovorom (eng. early responders — ER) i pet pacijenata s
kasnim odgovorom (eng. late responders — LR) na imunoterapiju. Svi pacijenti imali su
uznapredovali melanom 1 lijeceni su imunoterapijom te postigli CR. U ER grupu usli su
pacijenti koji su ostvarili CR unutar 9 mjeseci od poc¢etka imunoterapije. Svi su pacijenti imali
dovoljan unos prehrambenih vlakana i poviSeni unos soli, a LR grupa pokazala je unosenje vise
flavona i manje proteina i slatkisa naspram ER grupe. U LR grupi postojala je ve¢a medusobna

raznolikost sastava mikrobiote ¢lanova grupe naspram ER grupe. Najzastupljenije bakterije u
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ER grupi bile su Barnesiella intestihominis i Bacteroidetes finegldii te Sutterella
wadsworthensis. Kod LR grupe bile su vise zastupljene Coprococcus comes i Bifidobacterium
pseudocatenulatum uz manju zastupljenost Prevotellaceae. Ova studija jedina se fokusirala na
razlike unutar grupe pacijenata koji su imali kompletni odgovor na imunoterapiju i dokazala

da R nisu homogena grupa. (41)

Tablica 2. Pregled studija vezanih uz razli¢ite prehrambene navike i imunoterapiju

Medijan PFS (u Medijan OS (u
Vrsta Vrsta Pacijenti | Pacijenti | usporedbisdrugom | usporedbi s drugom
. . bez S grupom) grupom)
Studija | karcino | prehrambene modulac | modulacii Napomena
ma | modulacije - J| Bez S Bez S
e aul modulaci | modulac | modulaci | modulac
je ijjom je ijjom
NSCL Probiotik Medijan s
Tomita C Clostrydium 79 39 ! 1 ! / OS nije
butiricum dosegnut
Probiotik Medijan
Dizman RCC | Clostrydium 10 19 ! 1 / / PFS/OS nije
butiricum dosegnut
Razlika u OS
Takada NSCCL Probiotici 32 262 ! 1 = = nije dostigla
znacajnost
Probiotici 109 49 1 ! / /
Dovoljan Medijan
Spencer Melan | unos viakana 3 o1 l ! / / PFS/OS nije
om Probiotici + dosegnut
dovoljan 22 101 1 ! / /
unos vlakana

* OS 1 PFS nisu izraZeni u apsolutnim brojkama zato $to je velika razlika u nacinu izrazavanja rezultata studija, a
u mnogima medijan OS ne postoji jer je vec¢ina pacijenata bila ziva prilikom zadnjeg uzimanja informacija

* znak ,/“ = informacija nije navedena ili ne vrijedi, znak ,,=* = nema znacajne razlike

* u tablicu su stavljene samo studije na ljudima bez Simpson i Gol¢i¢ zbog drugadijeg opisa rezultata

3.5. Fekalna transplantacija i djelotvornost imunoterapije

FMT je proces kojim se prenosi fekalni materijal iz donora u primatelja, a moze se
odraditi preko nazogastricne sonde, nazojejunalne sonde, endoskopijom, kolonoskopijom,
klistirom ili u obliku oralne kapsule. FMT se koristi za lije¢enje rekurentnih indekcija
bakterijom Clostridiun difficile, a u ispitivanju je i kao opcija lije¢enja ulcerativnog kolitisa,
sindroma iritabilnog crijeva i drugih gastrointestinalnih oboljenja. FMT sa sobom donosi i

rizike, kao $to je nezeljeno unoSenje patogena.(2)
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Prvi pokusaji FMT povezani s u€inkovito$¢u imunoterapijskog lije€enja napravljeni su
u 2015. godine na miSevima. Sivan i sur. primijetili su razli¢it rast melanoma genetski jednakih
miseva iz dvije razlicite ustanove. Podijelili su miseve iz dviju ustanova na grupe imena JAX
i TAC. TAC grupa je pokazala agresivniji rast melanoma naspram TAC grupe, a
pretpostavljeno je da je uzrok vanjski faktor. Misevi TAC smyjeSteni su u isti okoli$ kao JAX
grupa te je primije¢eno da melanom u ovome slu¢aju raste slicnom brzinom. Uz pretpostavku
da je sastav mikrobiote uzrok razlike izmedu rasta melanoma u dvije grupe, TAC grupi uéinjen
FMT iz JAX grupe, rezultiraju¢i sporijim rastom tumora u miSeva primatelja i infiltracijom
antigen specifi¢nih T stanica u tumor. Analizom mikrobiote otkriveno je da je Bifidobacterium
longum i B. adolescentis.(16)

Routy i sur. proucili su korelaciju sastava mikrobiote u 60 pacijenata s NSCLC 1 40
pacijenata s RCC. U obje skupine Akkermansia muciniphila pokazala je korelaciju s pozitivnim
klinickim odgovorom, a u NSCLC R pacijenata nadene su vise koli¢ine Ruminococcus spp.,
Alistipes spp. i Eubacterium spp., sa manjom koli¢inom Bifidobacterium adolescentis, B.
longum i Parabacteroides distasonis. U¢inili su FMT iz pacijenata koji su imali R odgovor i
onih koji su imali NR odgovor na miseve. MiSevi primatelji od R grupe imali su manji rast
tumora i bolji odgovor na imunoterapiju, a slian rezultat postigli su i miSevi koji su primili
samo A. municiphila.(17)

Gopalakrishnan i sur. proucili su sastav mikrobiote pacijenata s melanomom te ucinili
FMT R grupe i NR grupe na miSeve. U sastavu mikrobiote grupe R nadeno je vise
Ruminococcaceae obitelji, od cega je Faecalibacterium korelirao sa znac¢ajno duljim PFS, a u
grupi NR nadeno je vise Bacteroidales. Misevi koji su primili FMT R grupe pokazali su vise
Faecalibacterium i vecu infiltraciju CD8+ stanica u tumor te manje supresivnih mijeloidnih
stanica naspram miSeva koji su primili FMT od NR donora.(8)

Nakon $to se FMT pokazala sigurnom i uspjeSnom na misevima, prvu studiju FMT i
imunoterapije na ljudima proveli su Baruch i sur. 2020. godine na 10 pacijenata s anti-PD-1
refrakternim metastatskim melanomom, ispitujuéi sigurnost i djelotvornost FMT u lijeCenju
metastatskog melanoma s anti-PD-1. Za davanje uzorka odabrana su dva donora, oboje
pacijenti koji su lijeCenjem metastatskog melanoma s anti-PD-1 postigli objektivni klini¢ki
odgovor dulji od godinu dana. Primatelji su 72h prije FMT primili otprije poznat pre-FMT
protokol, oralnu kombinaciju Sirokospektralnih AB vankomicina i neomicina. Pet pacijenata
primilo je FMT od prvog donora, a pet pacijenata primilo je FMT od drugog donora. FMT je
inicijalno dan kolonoskopski i u obliku oralnih kapsula, a nakon toga svakih 14 dana oralna
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kapsula uz anti-PD-1 ciklus. R su bili pacijenti koji su postigli OR, $to je u ovome istrazivanju
bio smanjenje tumorske mase za barem 30%, a ono se pokazalo kod tri pacijenta, od ¢ega su
dva pacijenta imali parcijalni odgovor (eng. partial response - PR), a jedan pacijent imao je
CR na terapiju. Svi su pacijenti imali PFS dulji od 6 mjeseci, a radi se o primateljma prvoga
donora. NR su bili svih pet primatelja drugog donora te dva primatelja prvog donora. Jedan
NR pacijent je iskljucen iz istrazivanja zbog krvarenja u metastatsku leziju mozga, koje je bilo
nepovezano s FMT. Primatelji prvog donora imali su vecu relativnu koli¢inu Bifidobacterium
adolescentis, a primatelji drugog donora imali su veéu relativnu koli¢inu Ruminococcus
bromii. Sastav mikrobiote R i NR unutar grupe prvog donora nije se znacajno razlikovao niti
funkcionalno niti metabolicki. Svih pet primatelja pokazalo je infiltraciju crijeva s antigen
prezentiraju¢im stanicama, a intratumorski je pokazalo poja¢anu regulaciju gena za signalne
puteve IFNy, aktivaciju T stanica, aktivaciju dendritickih stanica te odgovor T-helper type
(Thl) stanica, dok se isto nije pokazalo u skupini drugog donora. Od imunoterapijski vezanih
nuspojava, nekoliko pacijenata imalo je nuspojave gradusa 1, a nuspojave viSih gradusa nisu
prijavljene. Od FMT nuspojava, samo je jedan pacijent imao blagu nadutost (gradus 1). lako
se pokazala zna¢ajna i neobjasnjena razlika izmedu odgovora na FMT prvog i drugog donora,
studija se nije fokusirala na razloge zasto postoje te razlike, ve¢ je uspjela dokazati da je FMT
sigurna metoda uz anti-PD-1 lijecenje.(42)

Drugi po redu koji se bavili FMT na ljudima je bili su Davar i sur. u 2021. Na 16
pacijenata s anti-PD-1 refrakternim melanomom istrazila je utjecaj FMT od donora koji su
imali OR na anti-PD-1 terapiju. Za formaciju uzorka Kkoristila se stolica sedam donora. Donori
su bili Cetiri pacijenta s melanomom koji su postigli CR i tri pacijenta koji su postigli PR.
Jedan od 16 primatelja nakon FMT iskljucen je iz istraZivanja jer mu je bolest progredirala
nepovezano za FMT. Od 15 preostalih primatelja, grupi NR pripalo je devet pacijenata, a R je
pripalo Sest pacijenata. Kriteriji za pripadnost grupi R bili su OR ili stabilnost bolesti (eng.
stable disease — SD) dulji od 12 mjeseci. Od 6 R pacijenata, OR imalo je tri pacijenta, a tri
pacijenta postigli su SD dulje od 12 mjeseci. Jedan od R pacijenata dozivio je incident nevezan
uz studiju te preminuo. Sastav mikrobiote u svih primatelja promijenio se nakon FMT. U
skupini NR polovica primatelja su imala sastav mikrobiote sli¢an donorima, dok je druga
polovica imala sastav koji se znac¢ajno razlikovao od njihovih donora. S druge strane, sastavi
mikrobiote u cijeloj R grupi ravnomjerno se promijenili u onu slicnu donoru. Humoralni
odgovor vezan uz FMT pokazao je znacajno visu razinu IgG specificnu za bakterije u R grupi
naspram NR grupe. U grupi R znacajno se povecala koli¢ina Firmicutes (Lachnospiraceae i
Ruminococceaceae) i Actinobacteria (Bifidobactericeae i Corinobacteriaceae), a smanjila
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koli¢ina Bacteroidetes. Sistemski i intratumorski u grupi R nadene su vise koli¢ine aktiviranih
i diferenciranih CD8" T stanica, a smanjene koli¢ine cirkuliraju¢ih IL-8. Promjene u
cirkuliraju¢im citokinima i1 kemokinima primijecene su kod R 1 NR, ali znacajnije u R. Jedan
je pacijent zbog upale mekih tkiva morao primati oralne AB, §to je uzrokovalo progresiju
bolesti, ali je godinu dana kasnije primio FMT istoga donora te je to rezultiralo s SD. Od
nuspojava primijecene su vecinski one gradusa 1, dok su dva pacijenta prijavila osjecaj
zamorenosti, a jedan je pacijent imao perifernu motornu neuropatiju koja je zbrinuta bolnicki
(gradus 3). Iz ove studije moze se zakljuciti da FMT moze pozitivno utjecati na sposobnost
antitumorskog odgovora u pacijenata koji imaju imunolosku sposobnost odgovoriti na anti-
PD-1 terapiju, ali nemaju idealni sastav mikrobiote koji bi pritom pomogao.(12)

Najnoviju studiju o FMT i djelotvornosti imunoterapije na ljudima objavili su Routy i
sur. u 2023., koja je na 20 pacijenata s uznapredovalim melanomom ispitala sigurnost FMT
zajedno s anti-PD-1 u pacijenata koji dosad nisu bili lijeCeni imunoterapijom, za razliku od
Baruch i Davar ¢ije su studije ucinjene na pacijentima koji su prije lijeeni s anti-PD-1, ali su
pokazali rezistenciju na lijeCenje. Donori su bili troje zdravih muSkaraca. 17 pacijenata imalo
je nuspojave vezane uz imunoterapiju, a od toga njih pet nuspojave gradusa 3 (artritis,
izmorenost i pneumonitis). OR se pokazao na 13 pacijenata (grupa R), od toga je Cetiri pacijenta
postiglo CR, a devet pacijenata je postiglo PR. Unutar NR grupe dvoje je pokazalo SD dulje
od 6 mjeseci, jedan SD krace od 6 mjeseci, a Cetiri pacijenta PD. Implantacija je bila uspjesna
kod svih primatelja, no kompozicija mikrobiote se nakon 1 mjesec vracala na onu sli¢nu prije
FMT u grupi NR, dok se u grupi R i nakon 6 mjeseci nije vraéala po¢etnoj kompoziciji, ve¢ se
razvijala u sve sli¢niju donorskoj. R grupa pokazala je povisenu koli¢inu Eubacterium
ramuleus, Eubacterium siraeum i Ruminococcus callidus, a smanjenu koli¢inu Enterocloster
boltae naspram NR grupe. R grupa pokazala je i promjene u metabolitima plazme u vidu
povecanja histidina, a smanjenja lakti¢ne i sukcinilske kiseline. Od intratumorskih promjena,
u veéini R pacijenata pokazala se veca infiltracija CD8" T stanica, no tri R pacijenata imalo je
jednu od najmanjih infiltracija tim stanicama. Znacajna razlika je bila u aktivaciji tih CD8"
stanica, koja je bila ve¢a u R grupi. U NR grupi intratumorski je nadena veca koli¢ina
mijelosupresivnih stanica naspram R grupe. Studija je dokazala da je FMT u pacijenata s
uznapredovalim melanomom koji prije nisu lijeCeni anti-PD-1 sigurna te da je FMT uz anti-
PD-1 potencijalno dobra kombinacija terapije kao primarna opcija u lijeenju uznapredovalog
melanoma. Rezultati studije testirani su i na misevima sa sarkomom i melanomom, kojima je
ucinjena FMT ili od donora, tri R pacijenta ili jednog NR pacijenta. MiSevi koji su primili
donaciju od donora te donaciju od R skupljenu 3 mjeseca nakon FMT su svi pokazali uspjesnost
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anti-PD-1, dok su neuspjesnost pokazali miSevi koji su primili donaciju od NR skupljenu nakon

1 3 mjeseca te od R nakon jednog mjeseca. Ovo je dokazalo da je sastav mikrobiote zdravih

donora te sastav mikrobiote koji se u R razvio nakon 3 mjeseca pogodan za djelotvornost anti-

PD-1.(43)

Tablica 3. Pregled studija vezane uz FMT i imunoterapiju

Klinicki odgovor FMT MUERE e
. Broj Broj Pre-FMT nuspojave | imunoterapije
szl donora | primatelja {Soligivs LT tretman el em 2 Gr. | Gr. > Gr.
¢ S 1-2 | 34| 12 | 3
1
kolonoskopski | Vankomicin + .
Baruch 2 10 +7 oralne neomicin 1 210 7 1 0 | nekoliko | 0
kapsule
1
Davar 7 15 kolonskopski / 112319 / / 15 3
Routy 3 20 1 oralne Polletlleng-llkolnl 4191 1|s 8 0 12 5
kapsule laksativ
*znak ,,/“ = informacija nije navedena ili ne vrijedi

*u tablicu su stavljene samo studije na ljudima
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4. Rasprava

lako imunoterapija predstavlja veliki pomak u lijeCenju pacijenata s karcinomom,
djelotvornost iste potrebno je povecati, a moguéi nacin je modulacijom crijevne mikrobiote.
Crijevna mikrobiota moze utjecati na djelotvornost imunoterapije kroz lu¢enje metabolita te
pojacavanjem urodenog i adaptivnog imunoloskog odgovora na tumorske stanice. Vise je
na¢ina na koji je moguée modulirati sastav crijevne mikrobiote. Sve su studije koje su
proucavale utjecaj AB na djelotvornost imunoterapije bile retrospektivne. Dok su Derosa,
Elkrief, Mohiuddin, Routy i Pinato proucavali vrijeme davanja i pritom se usredotocili na
odredeni vremenski period prije 1/ili poslije davanja prvog ciklusa imunoterapije, Jung Geum,
Iglesias-Santamaria i Tinsley pokusali su kvantificirati doze AB, kroz DOT i DDD, AE i
diferenciranje duljine davanja AB dulje ili kra¢e od 7 dana. Sve studije zakljucile su da AB
negativno utjecu na djelotvornost imunoterapije, ali pokazuju suprotne stavove. Derosa,
Elkrief, Mohiuddin, Routy, i Tinsley zaklju¢ili su da je uzimanje AB prije pocetka
imunoterapije negativno utjecalo na djelotvornost imunoterapije, dok Jung Geum, Mohuddin,
Tinsley i Iglesias-Santamaria zakljucuju da je veca koli¢inska izloZenost AB puno znacajnija
od vremenske to¢ke pocetka uzimanja AB. ProuCeni vremenski raspon uzimanja AB rangira
od 3 mjeseca prije prvog ciklusa imunoterapije pa do cijelog tijeka uzimanja imunoterapije.
Karcinomi koji su prouceni bili su melanom, karcinom bubrega, nesitnostani¢ni karcinom
pluca i manja koli¢ina ostalih karcinoma. AB koji su bili prouceni takoder se razlikuju u Sirini
spektra i duljini uzimanja. Najnegativniji utjecaj na djelotvornost imunoterapije pokazali su
sirokospektralni AB poput piperacilin/tazobaktam i glikopeptida. Rezultati ovih studija
ukazuju da AB u tijeku i/ili prije imunoterapije negativho utjeu na djelotvornost
imunoterapije, ali nije moguce odrediti koji tocno AB 1 u kojoj mjeri su Stetni. Zasad je jasno
da ukupna koli¢ina AB i1 Sirok spektar AB imaju negativniji utjecaj zbog toga sto uzrokuju jacu

disbiozu u crijevima.

Puno je manje istrazivanja koja su se bavila utjecajem probiotika i prehrane na
djelotvornost imunoterapije. Kao §to je ve¢ spomenuto, postoje velike razlike u vrstama
probiotika koje su dostupne na trZistu, a tesko je 1 to€no znati koji pacijenti su se kako hranili,
obzirom da su gotovo sve studije na ljudima retrospektivne i ovise o upitnicima koje su
pacijenti ispunjavali, za razliku od studija vezanih uz AB, koje su informacije o istima dobivali
iz sluzbene medicinske dokumentacije. Tomita i Dizman zakljucili su da je da je probiotik
Clostridium butyricum koristan u ljudskih pacijenata koji se lijece imunoterapijom. Takada je

zakljucio da odredeni probiotici imaju pozitivan utjecaj na PFS, ali ne i OS u ljudi, ali se
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rezultati moraju ¢itati s oprezom obzirom na disbalans dviju ispitanih grupa. Gao na modelima
misSeva zakljucuje da je LGG koristan u djelotvornosti imunoterapije, no Spencerovi rezultati
se nisu podudarali s time. Njihovo ispitivanje na miSevima koji su primali ili Bifidobacterium
longum ili LGG pokazalo negativan utjecaj tog probiotika na intratumorski imunosni odgovor,
a dio studije na ljudima takoder je pokazao da uzimanje komercijalnih probiotika negativno
korelira s odgovorom na imunoterapiju, a kao najbolja kombinacija pokazala se prehrana s
visokim udjelom vlakana bez uzimanja probiotika. Prehrana s visokim udjelom prehrambenih
vlakana korelirala je pozitivno s djelotvornosti imunoterapije i kod Lam i Simpson, ali i Gol¢i¢,
s time da Gol¢i¢ nije imao kontrolnu skupinu, ali primarni cilj nije bio pronaci razlike R i NR
vec¢ razlike unutar heterogene skupine samo R pacijenata. Abbas Rizvi jedina je studija koja se
fokusirala na unos soli i potvrdila da HSD u miSeva korelira s boljim odgovorom na
imunoterapiju, a Gol¢i¢ et al. su u svojoj grupi samo R pacijenata definirali da su svi unosili
veliku koli¢inu soli kroz prehranu. Na temelju ovih studija moZe se zakljuciti da prehrana s
visokim udjelom vlakana modulira mikrobiotu na na¢in da doprinosi boljoj djelotvornosti
imunoterapije, a prehrana s visokim udjelom soli bi takoder mogla utjecati pozitivno. Obzirom
na medusobnu raznolikost komercijalno dostupnih probiotika te rezultata navedenih studija,
sigurnija opcija bila bi ne uzimati probiotik u tijeku imunoterapije, s time da bi oni mogli imati
pozitivan utjecaj nakon uzimanja AB jer popravljaju disbiozu koju AB uzrokuju. Cini se da se
Clostridium butyricum pokazao kao jedini probiotik za kojega se stru¢njaci slazu da uistinu
moze imati pozitivan utjecaj na djelotvornost imunoterapije u pacijenata s karcinomom, iako

su potrebna randomizirana prospektivna istrazivanja da isto potvrde.

Postoje samo tri studije na ljudima koje su proucavale FMT uz imunoterapiju i imale
su istu limitaciju, a to je malen uzorak pacijenata. Sva tri istrazivanja pokazala da je FMT
siguran uz imunoterapiju, $to je svakoj i bio primaran cilj. Sigurnost FMT uz imunoterapiju
dokazana je time Sto od ukupno 45 pacijenata samo je 7 imalo nuspojave gradusa 3, anuspojava
veéega gradusa nije bilo. Specificne FMT-vezane nuspojave nisu navedene kod Davar, a u
ostalim studijama bilo je 9 nuspojava niskoga gradusa . Ukupno je 23 od 45 pacijenata pokazalo
objektivni klinicki odgovor, od ¢ega pet CR, 13 PR i Cetiri SD. Vazno je napomenuti da je
Routy gledao SD > 6 mjeseci, a Davar SD > 12 mjeseci te da je uvidom u rezultate Davar na
vremenskoj tocki 6 mjeseci nakon FMT zapravo bilo pet pacijenata, a ne tri, no dva su pacijenta
ubrzo nakon dozivjeli PD, pa su zato i uraCunati u PD grupu pacijenata. Nije koriStena
usporedba R i NR zato §to je Baruch SD pacijente svrstao u grupu R, dok su ostale dvije studije

SD pacijente svrstale u NR. Razlike su se takoder nasle i u postupku FMT te pripremi prije
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FMT. Baruchovi pacijenti su primili kolonoskopske FMT na 0. dan davanja anti-PD-1, a na 1.
dan i svakih 14 dana nakon toga pacijenti su primali oralne kapsule, uz cikluse anti-PD-1.
Davar 1 Routy su se pak odlucili na jednokratnu FMT, prvi kolonoskopski, a drugi u obliku
oralnih kapsula. Dok Davarovi pacijenti nisu imali posebnu pripremu za FMT, Baruchovi
pacijenti su primali Sirokospektralne oralne AB 72h prije, a Routy pacijenti su dan prije FMT
i tjedan dana prije prve anti-PD-1 koristili laksative. Ovi rezultati ukazuju da je FMT realna
adjuvantna opcija uz imunoterapiju u pacijenata s uznapredovalim melanomom, ali su potrebne
nove studije koje bi ocijenile idealnu pripremu za FMT i nac¢in davanja FMT te to¢ne indikacije,

kako bi se maksimizirali benefiti ovog nacina lijeCenja.

5. Zakljudci

Unato¢ velikoj uspjes$nosti imunoterapije, koja je postala prekretnica u lijecenju
pojedinih karcinoma, ¢ak i u uznapredovalom stadiju, potrebno je pronaci na¢ine kako pojacati
djelotvornost imunoterapije, a jedan od mogucih nac¢ina je modulacija crijevne mikrobiote.
Koristenje AB uz lijeCenje karcinoma imunoterapijom nije preporucljivo zato Sto moze
negativno utjecati na djelotvornost terapije uzrokuju¢i disbiozu u crijevima. Postoje opre¢na
misljenja o sigurnosti probiotika tijekom imunoterapijskog lijecenja te je potrebno provesti jos
studija na viSe vrsta probiotika. Prehrana bogata vlaknima pozitivno utjeCe na djelotvornost
imunoterapije. FMT je sigurna adjuvantna opcija za lijeCenje imunoterapijom, ali je potrebno

jos klinickih dokaza i standardizacija procesa.
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6. Sazetak

Crijevna mikrobiota vazan je dio ljudskoga tijela ¢iji sastav moze utjecati na
djelotvornost imunoterapije. U zadnjih nekoliko godina, modulacija crijevne mikrobiote u cilju
poboljsanja djelotvornosti imunoterapije postala je aktualna tema u znanstvenoj zajednici, ali
postoji nedostatak istrazivanja iz ovoga podruc¢ja. U ovom diplomskom radu cilj je bio
analizirati aktualnu literaturu vezanu uz modulaciju crijevne mikrobiote i djelotvornost
imunoterapije u lijeCenju karcinoma. Analizirani su zasebno utjecaji AB, probiotika i prehrane
te fekalne transplantacije. 1z osam aktualnih studija koje su proucile utjecaj AB na
djelotvornost imunoterapije da se zakljuciti da upotreba AB, pogotovo Sirokoga spektra i/ili u
vecoj koli¢ini, uzrokuje disbiozu crijevne mikrobiote zbog ¢ega se djelotvornost imunoterapije
moze smanjiti. Pomoc¢u pet aktualnih studija o probioticima i imunoterapiji, moze se uvidjeti
da bi disbiozu mogli popraviti probiotici i tako utjecati na poboljSanje imunoterapije, no
upotreba komercijalnih probiotika bez dokaza disbioze u crijevima nije jos dovoljno ispitana
kako bi joj se potvrdila sigurnost za pacijente s karcinomom koji se lije¢e imunoterapijom.
Prehrana koja se sastoji od dovoljne koli¢ine vlakana preporucljiva je od strane Cetiri aktualne
studije o utjecaju prehrane s viSom koli¢inom vlakana i djelotvornosti imunoterapije. Prema
dvije studije, dijeta s visSim udjelom soli pozitivno Korelira sa uspjesnosti imunoterapije.
Fekalna transplantacija je prema trima jedinim ljudskim studijama sigurna i realna adjuvantna
opcija za lijeCenje pacijenata s karcinomom uz imunoterapiju, ali je potrebno standardizirati
protokole lijeCenja i uspostaviti jo§ klinickih dokaza o uspjeSnosti ovakve vrste lijeCenja.
Modulacijom sastava mikrobiote uistinu se moze promijeniti djelotvornost imunoterapije, ali
u buducnosti treba organizirati vise studija na ljudima koje bi precizno odredile tocne vrste i

postupke modulacije mikrobiote i istrazile ih detaljnije.
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7. Summary

The intestinal microbiota is an important part of the human body and its composition
can affect the effectiveness of immunotherapy. In the last few years, the modulation of
intestinal microbiota in order to improve the effectiveness of immunotherapy has become a
current topic in the scientific community, but there is a lack of research in this area. In this
thesis, the goal was to analyze the current literature related to the modulation of intestinal
microbiota and the effectiveness of immunotherapy in the treatment of cancer. The effects of
antibiotics, probiotics, diet and faecal microbial transplantation were analyzed separately.
From eight current studies that studied the influence of antibiotics on the effectiveness of
immunotherapy, it was concluded that the use of antibiotics, especially broad-spectrum and/or
use of antibiotics in larger quantities, causes dysbiosis of the intestinal microbiota, which can
reduce the effectiveness of immunotherapy. Using five current studies on probiotics and
immunotherapy, it can be seen that dysbiosis could be repaired by probiotics and thus affect
the improvement of immunotherapy, but the use of commercial probiotics without evidence of
intestinal dysbiosis has not yet been sufficiently tested to confirm its safety for cancer patients
who are treated with immunotherapy. A diet consisting of a sufficient amount of fiber is
recommended by four current studies on the impact of a diet with a higher amount of fiber and
the effectiveness of immunotherapy. According to two studies, a diet with a higher salt content
positively correlates with the success of immunotherapy. According to the only three human
studies, fecal transplantation is a safe and realistic adjuvant option for the treatment of cancer
patients with immunotherapy, but it is necessary to standardize treatment protocols and
establish more clinical evidence of the success of this type of treatment. Modulating the
composition of the microbiota can indeed change the effectiveness of immunotherapy, but in
the future, more human studies should be organized to precisely determine the exact types and

procedures of microbiota modulation and investigate them in more detail.
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9. Zivotopis

Laura Rado$ rodena je 13.1.2000. u Rijeci. Nakon pohadanja prirodoslovno-
matematickog smjera Gimnazije Andrije Mohorovic¢i¢a upisuje studij medicine u rodnom
gradu. Tijekom studija odraduje posao demonstratora na Zavodu za anatomiju i Zavodu za
histologiju i embriologiju na Medicinskom fakultetu u Rijeci, a volontira za neprofitne udruge
FOSS i CroMSIC te predstavlja studente u Fakultetskom vije¢u 1 u Studentskom zboru
Fakulteta. U udruzi CroMSIC vodi Odbor za ljudska prava i mir, nakon ¢ega obnasa duznosti
voditeljice podruznice Rijeka, a potom i glavne tajnice Udruge. U sklopu aktivnog angazmana
u udruzi CroMSIC putuje na medunarodne sastanke studenata medicine u Portugalu, Turskoj i
Estoniji te odraduje dvije jednomjesecne stru¢ne razmjene u Litvi i Maroku. Od brojnih
projekata koje vodi kroz studij najviSe se isti¢u Ljetna Skola medicine ronjenja i Slagalica
nasljeda. Clanica je drzavne intervencijske postrojbe Civilne zastite Rijeka te udruge Eripio u
odjeljenjima za ronjenje i spasavanje u vodama. Na zavrs$noj godini fakulteta osniva i vodi
Studentsku sekciju za onkologiju i radioterapiju, a u buduénosti se nada specijalizirati upravo

internisticku onkologiju te nastaviti svoj aktivni angazman u zajednici.
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