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SAZETAK

Usporedba sastava salivarne i crijevne mikrobiote u bolesnika sa kroni¢nom spontanom
urtikarijom i u zdravih ispitanika

Uvod: Kroni¢na spontana urtikarija (KSU) je upalna bolest koze karakterizirana izbijanjem
urtika, moguc¢im pridruzenim angioedemom te intenzivnim svrbeZom u trajanju duZzem od 6
tjedana. Iako etiopatogeneza jo$ nije u potpunosti razja$njena, ve¢ina KSU-a povezana je s
poremecajima imunosnog sustava, koji su u vise od 50% slucajeva autoimune etiologije.
Ljudska mikrobiota ima vaznu ulogu u razvoju i odrZzavanju ravnoteze imunoSnog sustava.
Promjena u sastavu mikrobiote, to jest disbioza, moze doprinijeti gubitku ravnoteze imunosnog

sustava i razvoju upalnih bolesti.

Metodologija: U 22 bolesnika s KSU-om i 23 zdrava ispitanika analizirali smo sastave
salivarne i crijevne mikrobiote iz uzoraka sline i fecesa. Za detekciju mikrobnih sastava
koristili smo metodu sekvenciranja nove generacije (engl. Next Generation Sequencing, NGS),

to jest sekvenciranje gena za 16S rRNA.

Rezultati: Alfa raznolikost crijevne mikrobiote bila je znacajno sniZzena u bolesnika s KSU-
om (p<0,05), u odnosu na zdrave kontrole. Mjerenjem beta raznolikosti detektirane su znacajne
razlike izmedu crijevne mikrobiote bolesnika i zdravih kontrola (p<0,05). Razlike u salivarnoj
mikrobioti izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih ispitanika ocitovale su se statisticki
znaajnim razlikama u zastupljenosti pojedinih bakterijskih vrsta, rodova porodica i reda
(p<0,05). Uocena je znacajno smanjena zastupljenost bakterija koje proizvode kratkolancane
masne kiseline (engl. short-chain fatty acids, SCFA) u crijevima (p<0,05). Bakterijski rodovi
Lachnospiraceae NK4A136, Eubacterium eligens i Roseburia u crijevima te rodovi Kingella,
Lautropia i vrsta Capnocytophaga leadbetteri u slini, pokazali su se kao potencijalni

dijagnosticki biomarkeri za KSU-u.

Zakljucak: Sastavi salivarne i crijevne mikrobiote znacajno se razlikuju izmedu bolesnika s
KSU-om i zdravih ispitanika. Zna¢ajne promjene u mikrobnim sastavima mogu pridonijeti
poremecaju ravnoteze imunosnog sustava i rezultirati pojacanim upalnim odgovorom

karakteristi¢nim za KSU-u.

Kljucéne rije€i: kroni¢na spontana urtikarija, salivarna mikrobiota, crijevna mikrobiota, NGS



SUMMARY

Comparison of salivary and gut microbiota composition between patients with chronic
spontaneous urticaria and healthy individuals

Introduction: Chronic spontaneous urticaria (CSU) is defined as the presence of hives,
angioedema, or both, accompanied by intense itch, in a duration longer than 6 weeks. CSU
affects about 1% of the general population and there has been a noticeable increase in the
prevalence of this condition in recent years. It is more frequently observed in young and
middle-aged adults, affecting women two times more often than men. The average duration of
CSU is commonly around 5 years, although, in 10-25% of patients, it persists for more than 5
years. The treatment of CSU is focused on “symptom control”, targeting mast cell mediators
and activators such as histamine and autoantibodies. Second-generation non-sedating H1
antihistamines are recommended as the initial treatment (up to four-fold dose), followed by
omalizumab as a second-line treatment. Other therapies include cyclosporin, glucocorticoids,
and alternative treatments with limited evidence of efficacy. Debilitating symptoms and the
prolonged duration of the disease significantly impact patients™ quality of life. Although the
precise etiopathogenesis is largely unknown, CSU is considered an immune-mediated
inflammatory disease, with an autoimmune etiology in more than 50% of cases. To date, 2
autoimmune endotypes are recognized. Type | autoimmune (autoallergic) CSU is characterized
by the presence of IgE antibodies against autoantigens, for example, thyroid peroxidase and
IL-24. Type Ilb autoimmune CSU is associated with IgG autoantibodies to IgE and or its high-

affinity receptors on mast cells (FceRI).

Human microbiota plays a crucial role in the development and maintenance of immune system
balance. Gut and salivary microbiota are two major communities of microorganisms within the
human body, including bacteria, fungi, and viruses. They play an important role in health
maintenance, such as preventing pathogen propagation, controlling metabolism, improving
epithelial integrity, and regulating the components of both innate and adaptive host immune
systems. Smoking, alcohol consumption, overuse of antibiotics, poor hygiene, a diet
characterized by a low fiber intake and high levels of fat and sugar, a sedentary lifestyle,
pollution, and various toxins can disrupt the natural balance of gut and salivary microbiota.
Changes in microbiota composition, known as dysbiosis, can contribute to dysregulation of the

immune system and the development of inflammatory diseases. To date, alterations in salivary



and gut composition have been described in various diseases, including autoimmune,

metabolic, allergic, psychiatric diseases, inflammatory bowel diseases, and malignant tumors.

This study aimed to compare the composition and diversity of salivary and gut microbiota

between CSU patients and healthy controls.

Methodology: This case-control study included 22 CSU patients and 23 healthy controls. The
diagnosis of CSU was established according to international guidelines for urticaria.
Participants with certain conditions that could affect gut microbiota composition were excluded
from further investigation. The exclusion criteria were as follows: participants who had taken
systemic antibiotics and commercial probiotics in the last 3 months, patients with inflammatory
bowel diseases, diabetes, obesity, psychiatric diseases or malignancy, participants who have
been smoking more than 5 cigarettes per day, patients with periodontal diseases, oral ulcers,
and oral inflammatory diseases and participants who were pregnant. All 45 participants were
instructed to provide stool and salivary samples using commercial collection Kits, according to
the manufacturer’s instructions. Bacterial DNA was extracted from stool and saliva samples.
16S rRNA sequencing was performed to detect the salivary and gut microbiota composition of
all subjects. Furthermore, blood samples from the patient group were taken to perform routine
diagnostic tests (differential blood count, ESR, CRP, IgG anti-TPO, total IgE, vitamin D). CSU
patients were also asked to fill out two questionnaires: Urticaria activity score (UAS) and
Chronic urticaria quality of life (CU-Q20L), to assess the activity of the disease and its impact

on quality of life.

Results: There were no significant differences in age or gender between the CSU group and
healthy controls group. Half of the CSU patients had elevated anti-TPO antibodies, while 2/3
had vitamin D deficiency. There was a significant association between elevated anti-TPO and
decreased total IgE (p<0.05), suggesting a type Il1b autoimmune CSU.

To evaluate alterations in the gut and salivary compositions and diversities between the two
groups, we examined alpha diversity (measures the diversity of microbial species within a
sample) and beta diversity (measures the differences in species composition between the
samples). Alpha diversity of the gut microbiota was significantly reduced in CSU patients (p <
0.05) compared to healthy controls. Beta diversity revealed significant clustering (p < 0.05)
between the CSU patients and healthy controls. Analysis of alpha and beta diversity of salivary
microbiota didn’t reveal significant differences between the CSU group and healthy controls.

Vi



To explore the statistically significant differences in the relative abundance of gut and salivary
bacteria between the two groups, the linear discriminant analysis (LDA) effect size (LEfSe)
was performed. LEfSe identified a statistically significant increased abundance of gut bacteria
from the Lachnospiraceae family in the healthy group, including Lachnospira, Roseburia,
Ruminococcus, Coprococcus, and Eubacterium eligens group (p<0.05). Members of the
Lachnospiraceae family are among the major producers of short-chain fatty acids (SCFAS).
These results indicated a notable decrease in the abundance of SCFAs-producing bacteria in
the gastrointestinal tract of CSU patients. LEfSe analysis of salivary microbiota between CSU
patients and healthy individuals showed statistically significant differences in the abundance
of specific bacterial species, genera, families, and orders (p < 0.05). Bacteria from the order
Burkholderiales, family Flavobacteriaceae, and genera Capnocytophaga, Kingella, and
Lautropia were significantly more abundant in the CSU group compared to healthy controls.
On the other hand, species Streptococcus sanguinis and Hemophilus pitmmaniae were
significantly less abundant in CSU patients compared to healthy subjects. Furthermore, the
receiver operating characteristic curve (ROC) was used to analyze the potential diagnostic
value of statistically significant bacteria. Bacterial genera Lachnospiraceae NK4A136,
Eubacterium eligens, and Roseburia in the gut, as well as genera Kingella and Lautropia and
species Capnocytophaga leadbetteri in the saliva, were identified as potential diagnostic
biomarkers for CSU. Analysis of the association between salivary and gut microbiota revealed
that a higher number of bacteria originating from saliva were observed in CSU patients
compared to healthy individuals. This indicates that in CSU patients, a higher quantity of these
bacteria might be playing a role in immune system activation within the gut. This finding
suggests that in CSU patients, an increased abundance of these bacteria may be contributing to

immune system activation within the gut.

Conclusion: Salivary and gut microbiota compositions significantly differ between CSU
patients and healthy individuals. Significant changes in microbial compositions can contribute
to the dysregulation of the immune system and result in an enhanced inflammatory response
characteristic of CSU. These findings provide important insights into the potential role of
microbiota in the development of CSU and highlight the need for continued research in this

area.

Keywords: chronic spontaneous urticaria, NGS, salivary microbiota, gut microbiota
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1.1 Kroni¢na spontana urtikarija

1.1.1 Klasifikacija urtikarije i definicija kroni¢ne spontane urtikarije

Urtikarija je upalna bolest koze koju karakterizira pojava urtika pracéenih intenzivnim
osjecajem svrbeza. Urtikama moze biti pridruzen i angioedem (1). Radi se vrlo Cestoj
dermatoloskoj bolesti; prema podacima iz literature, 20% svjetske populacije tijekom zivota

razvije neki oblik urtikarije (2).

Prema duljini trajanja, urtikarija se klasificira na akutnu i1 kroni¢nu. Akutna urtikarija
karakterizirana je pojavom urtika (samostalno ili uz pridruzen angioedem), pra¢enih svrbezom,
koje se javljaju svakodnevno ili gotovo svakodnevno u razdoblju kra¢em od 6 tjedana. Radi se
0 najceS¢em obliku urtikarije, a kao naj¢escéi uzroci navode se infekcije gornjeg respiratornog
trakta, mokra¢nog sustava, uzimanje lijekova, odredene namirnice te ubodi insekata (1). U

vecini sluéajeva simptomi regrediraju unutar tjedan dana.

Kroni¢na urtikarija definirana je svakodnevnim ili gotovo svakodnevnim izbijanjem urtika i/ili
angioedema u razdoblju duljem od 6 tjedana (1). Kroni¢na urtikarija se, s obzirom na
provociriraju¢e ¢imbenike, dalje klasificira kao kroni¢na spontana urtikarija (KSU) i kroni¢na
inducirana urtikarija (KIndU) (2). Kod KindU-e razvoj bolesti potaknut je specificnim
provociraju¢im ¢imbenicima kao §to su hladnoca, pritisak na kozu, voda, sunceva svjetlost,
toplina, vjezbanje i vibracije (1). KSU manifestira se pojavom urtika i/ili angioedema uz
izrazen svrbeZ u razdoblju duljem od 6 tjedana, bez identificiranog provocirajuc¢eg ¢imbenika.
KSU se javlja ¢esce od KIndU-e, no odredeni podtipovi KIndU-e, ponajprije simptomatski

dermografizam, spadaju u naj¢esce komorbiditete bolesnika s KSU-om (3).

1.1.2 Epidemiologija i tijek kroni¢ne spontane urtikarije te utjecaj na kvalitetu Zivota

Prevalencija KSU-e varira medu razli¢itim populacijama i regijama. Podaci iz literature

upucuju da trenutno oko 1% svjetske populacije boluje od KSU-e (2).

KSU se javlja i kod odraslih i kod djece. Zene obolijevaju 2 puta e$ée od muskaraca, a

najcesce su zahvacene zenske osobe srednjih godina (2,4,5).
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KSU u prosjeku traje 2 do 5 godina (6-8); medutim, u 10 - 25% bolesnika bolest je duzeg vijeka
i traje dulje od 5 godina. Nekolicina bolesnika dozivi i po nekoliko epizoda KSU-e tijekom
zivota (9,10).

Nepredvidivi tijek bolesti, izrazeni simptomi, pridruzeni komorbiditeti te Cesto neuspjeSan
odgovor na terapiju znaCajno naruSavaju kvalitetu Zzivota, a zabiljezen je i veci broj
psihijatrijskih komorbiditeta (2). Stovise, u vise od 30% oboljelih prisutna je anksioznost i
depresija, Sto pridonosi loSijoj kvaliteti zivota (8). Izrazen subjektivan osjecaj svrbeza,
nepredvidljiva pojava urtika i angioedema znacajno smanjuju kvalitetu sna, aktivnost i
produktivnost na poslu i u Skoli, narusavaju kvalitetu socijalnog zivota kao i odnose s
partnerom i unutar obitelji (8). Prema velikom medunarodnom istrazivanju ASSURE-CSU
(engl. Assessment of the Economic and Humanistic Burden of Chronic Spontaneous/Idiopathic
Urticaria patients), vise od 20% bolesnika s KSU-om izostane s radnog mjesta jedan ili vise

sati tjedno zbog simptoma bolesti, a produktivnost na poslu smanjena je za 27% (6).

1.1.3 Patofiziologija kroni¢ne spontane urtikarije

Patofiziologija KSU-e uklju€uje sloZzenu interakciju izmedu mastocita, receptora i medijatora

Sto rezultira pojavom simptoma kod bolesnika (11,12).

Klju¢nu ulogu u patogenezi urtikarije imaju mastociti, stanice smjestene u dermisu 1 subkutisu,
uglavnom oko krvnih Zila i senzornih Zivcanih vlakana (2). Pojava urtika i angioedema,
popracenih intenzivnim svrbeZom, rezultat je aktivacije 1 degranulacije mastocita te otpustanja

brojnih medijatora.

Degranulacija mastocita moze biti posljedica imunosnih mehanizama (IgE posredovana) ili pak
rezultat neimunosne aktivacije (13). Naime, uz visokoafinitetne receptore za IgE (FceRI), na
mastocitima se nalaze razni receptori ¢ijom direktnom aktivacijom dolazi do degranulacije
mastocita. To su receptori za C5a (C5aR), za neuropeptide (MRGPRX2), za citokine (KIT) i
sl. (14). Degranulacijom mastocita oslobada se histamin, glavni medijator odgovoran za pojavu
simptoma KSU-e. Uz histamin, lu¢e se i brojni drugi medijatori ukljucujuéi triptazu,
prostaglandin D2 (PGD2), leukotrijene (C4, D4 i E4) i citokine poput TNF, IL-4, IL-5, IL-13,
IL-17, IL-31 i drugih (11,13). Svi ovi medijatori djeluju na ciljne stanice na koZi i sluznici, ali
takoder poti¢u regrutaciju T limfocita, eozinofila i bazofila (2). U konacnici, dolazi do

povecane vazodilatacije 1 vaskularne propusnosti Sto rezultira nastankom intersticijskog edema
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te podrazajem senzornih ziv€anih zavrSetaka (Sto je ponajprije posredovano supstancom P,
neuropeptidima 1 IL-31) (15,16). Rezultat tih zbivanja je pojava otekline (urtike), eritema i

svrbeza.

Prema dosada$njim istrazivanjima, vecina slu¢ajeva KSU-e posljedica je imunosne aktivacije
mastocita (Slika 1). Autoimuna KSU je najéesci podtip KSU-e. Prema literaturi, u vise od 50%
sluc¢ajeva, KSU je autoimune etiologije (17). Opisuju se dva mehanizma autoimune KSU-g, a
oba ukljucuju alfa podjedinicu visokoafinitetnog IgE receptora koja je izraZzena na povrSini
mastocita i bazofila (FceRI). Autoimuna KSU tipa |, tzv. autoalergijska KSU, posredovana je
IgE protutijelima usmjerenim protiv vlastitin antigena (autoalergena), primjerice, protiv
tireoidne peroksidaze (TPO) i interleukina IL-24 (1,2). Autoalergeni formiraju komplekse sa
IgE protutijelima i potom se vezu na FceRI na mastocitima te ih aktiviraju. Autoimuna KSU
tipa IIb definirana je prisutno$c¢u IgG protutijela na vlastiti IgE ili na FceRI (1,2). Oba podtipa
imaju isti mehanizam aktivacije mastocita, s posljedicnom vazodilatacijom, otpuStanjem
medijatora, podrazajem senzornih zivéanih vlakana i regrutacijom upalnih stanica. Tip | je
¢es¢i podtip autoimune KSU-e, dok bolesnici s tipom IIb imaju tezi oblik bolesti, snizene
vrijednosti ukupnog IgE, povisene vrijednosti anti-TPO protutijela i slabiji terapijski odgovor
(2,18). Bolesnici s autoimunom KSU-om tipa Ilb ¢es¢e imaju pridruzene druge autoimune

bolesti, ponajprije Hashimotov tireoiditis i vitiligo (3).

U bolesnika s KSU-om, upalni infiltrat sastoji se od neutrofila, eozinofila, limfocita i bazofila
(19,20). Ove stanice migriraju iz krvi u kozu djelovanjem kemotakti¢nih fakora poput MP3,
RANTES, IL-5, C3a, C5a, TNF, IL-17 i drugih (20). Bazopenija i eozinopenija nadu se u 10 -
15% bolesnika s KSU-om, a odraz su prelaska tih stanica iz krvi u kozu. Takav nalaz je u
korelaciji s aktivnosti KSU-e 1 loSijim odgovorom na terapiju (21,22). Bazofili i eozinofili
pridonose razvoju KSU-e; naime, na svojoj povrSini takoder imaju FceRI 1 C5aR receptore,

¢ijom aktivacijom dolazi do otpuStanja histamina, leukotrijena i citokina (23,24).

Th2 limfociti su dominantni T limfociti u koZnim infiltratima bolesnika s KSU-om. Uz njih,
prisutni su 1 Thl 1 Th17 limfociti (20). Th2 limfociti otpustaju brojne citokine, stimuliraju
stvaranje IgE protutijela i aktivaciju mastocita, eozinofila i bazofila. U bolesnika s KSU-om, u
serumu i u koznim bioptatima povisene su razine IFNy, TNF, TGFp, IL-1p, IL-3,IL-4, IL-5,
IL-17,IL-31, IL-33 i drugih proupalnih citokina (21). Znacajno je i da degranulaciju mastocita
mogu izazvati 1 koagulacijski faktori. Primjerice, trombin 1 faktor Xa mogu aktivirati specifi¢ne

PAR1 1 PAR2 receptore na mastocitima (12,25). Nadalje, aktivirani koagulacijski faktori, faktor
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Xa, faktor Ila 1 plazmin mogu stvarati C5a i C3a komponente komplementa, koji pritom mogu

aktivirati mastocite direktnim vezanjem na C5aR i C3aR receptore (12).

&5 C5aR Degranulacija

CRTH2
MRGPRX2 'y )
’ SykO 3 o g Histamin
FeeRl : . >
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Slika 1. Predlozeni autoimuni mehanizmi kod KSU-e. Preuzeto i adaptirano prema (26).

Mnogi bolesnici s KSU-om navode odredene uzro¢ne ¢imbenike koje povezuju s javljanjem
simptoma. To se ponajprije odnosi na stres, zatim infekcije, odredenu hranu te nesteroidne
protuupalne lijekove. lako su ti provocirajuci ¢imbenici povezani s poja¢anom aktivacijom
mastocita, ne smatraju se uzrocima razvoja KSU-e, ali mogu se mogu smatrati faktorima koji

dovode do pogorsanja bolesti (1).

U posljednjem desetljecu postignut je veliki napredak u istrazivanju patofiziologije KSU-e;
medutim s klinickog stajaliSta postoji potreba za pronalaskom novih, specifi¢nih biomarkera
koji ¢e otvoriti put novim dijagnosti¢kim 1 terapijskim opcijama u lijeCenju ove kroni¢ne

bolesti.

1.1.4 Klinic¢ka slika urtikarije

Urtikarija je obiljezena pojavom urtika i angioedema. Urtike i angioedemi mogu se javiti
samostalno ili u kombinaciji. Tako se u 40% slucajeva urtike javljaju samostalno, u 10%

sluc¢ajeva bolest se manifestira samo pojavom angioedema, dok u 50% bolesnika dolazi do
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pojave 1 urtika 1 angioedema (7). Vode¢i simtpom je svrbez koji je u vecini slucajeva vrlo

intenzivan.

Urtika je primarna koZna morfa, o$tro ograni¢ena elevirana lezija razlicita oblika i veli¢ine,
Cesto karakterizirana srediSnjim oticanjem 1 okruZena eritemom (Slika 2). Nastaje kao
posljedica edema u gornjem dijelu dermisa. Najcesée je okruglog, anularnog i serpinginoznog
oblika te se moze pojaviti bilo gdje na tijelu. Karakteristika urtika je da brzo nastaju i brzo
nestaju. Najcesce se povlace 30 minuta do 24 sata nakon pojave. Nakon povlacenja urtike,
zahvacena koZa ponovno poprima normalan izgled. Izbijanje urtika prac¢eno je osjecajem

intenzivnog svrbeza ili peckanja.

Slika 2. Urtike

Angioedem je oticanje koze ili sluznice koje je posljedica edema dubokog dermisa, potkoznog

tkiva ili sluznica (Slika 3). Ce3ée je pracen osjecajem bolnosti, zategnutosti i peckanja nego
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samim svrbezom. Naj¢eS¢e zahvaca usnice, periorbitalnu regiju, obraze, genitalnu regiju 1

udove. Za razliku od urtika, angioedem se sporije povlaci te ponekad traje 1 do 72 sata (1).

Svrbez je subjektivna, neugodna senzacija koja rezultira grebanjem koZe. Javlja se na svim
dijelovima tijela, najintenzivnije na ledima i na udovima. Ces¢e se javlja u ve¢ernjim satima i
nocu. Jedan je od vodecih ¢imbenika koji negativno utjecu na kvalitetu zivota bolesnika s KSU-
om, ukljucujuci smanjenu kvalitetu sna, smanjenu radnu sposobnost, manjak koncentracije kao

1 poteskoce u svakodnevnim aktivnostima (8).

Slika 3. Angioedem

1.1.5 Dijagnosticki postupak kod kroni¢ne spontane urtikarije

Detaljna anamneza i klini¢ki pregled predstavljaju prvi korak u dijagnostici bolesnika s KSU-

om.

Anamneza treba ukljucivati podatke o ucestalosti izbijanja urtika, trajanju pojedinacnih urtika,
njihovoj veliCini, obliku 1 distribuciji, postojanju pridruZenog angioedema, potencijalnim
provociraju¢im ¢imbenicima, ucestalosti recidiva, subjektivnim simptomima (svrbez, bolnost)
te pojavi op¢ih simptoma, o obiteljskoj 1 osobnoj sklonosti atopijskim bolestima, postojanju
psiholoskih smetnji ili psihi¢kih poremecaja, postojanju alergija, infekcija, sustavnih bolesti, o
mogucem pogorsanju urtika uslijed fizikalnih ¢imbenika ili vjezbanja, detaljne podatke o

uzimanju lijekova, funkcijama i1 navikama (puSenju, menstrualnom ciklusu i trudno¢i).
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Takoder, anamneza treba sadrzavati i podatke o zanimanju, hobijima, nedavnim putovanjima,

percepciji stresa tijekom bolesti, kao 1 o ukupnom utjecaju bolesti na kvalitetu zivota (1).

S obzirom na prirodu bolesti, vrlo ¢esto u trenutku pregleda urtike 1 angioedem nisu prisutni,

stoga je vazno kod bolesnika pregledati i fotodokumentaciju (fotografije urtika i angioedema).

Iduéi korak predstavljaju dijagnosticke pretrage. Aktualne smjernice Europske akademije za
alergologiju i klinicku imunologiju u suradnji s tri druge organizacije (engl. The European
Academy of Allergology and Clinical Immunology, Global Allergy and Asthma European
Network, European Dermatology Forum i World Allergy Organization,
EAACI/GA2LEN/EDF/WAO), iz 2022. godine, sugeriraju da osnovne dijagnosticke pretrage
trebaju ukljucivati diferencijalnu krvnu sliku (DKS), sedimentaciju (SE) ili C-reaktivni protein
(CRP), razinu ukupnog IgE protutijela i razinu protutijela na tireoidnu peroksidazu (anti-TPO).
Ponekad se primjenjuje i Sira dijagnosticka obrada bolesnika na temelju anamnestickih
podataka. ProSirena dijagnosticka obrada ukljucuje: biokemijsku obradu (ureja, kreatinin,
hepatogram, glukoza, ukupni proteini, elektroforeza), analizu urina, urinokulturu,
mikrobiolosku analizu stolice, cervikalne briseve kod Zena i briseve uretre kod muskaraca,
analizu antigena Helicobacter pylori iz stolice, vrijednost TSH, fT4, antiTg, briseve zdrijela i
nosa, parazitolosku obradu, imunolosku obradu - antinuklearna antitijela (ANA) i ENA
(ekstraktibilni nuklearni antigeni) panel, vrijednosti komplementa C3, C4, C1q, kao i inhibitora
Cl-esteraze (1).

Ciljevi dijagnosti¢kog postupka kod KSU-e su:
i) potvrditi dijagnozu 1 iskljuciti diferencijalne dijagnoze

Urtike 1 angioedemi mogu se javiti 1 u sklopu drugih bolesti. Najvaznije diferencijalne
dijagnoze ukljuc¢uju: a) induciranu urtikariju (u obradi je potrebna identifikacija
provocirajué¢eg ¢imbenika koji uzrokuje pojavu urtika ili angioedema); b) urtikariju vaskulitis
(ako urtike perzistiraju dulje od 24 sata, a subjektivno je viSe izrazena bolnost u odnosu na
svrbez, indicirana je biopsija promjene na kozi s patohistoloSkom analizom i direktnom
imunofluorescencijom u svrhu detekcije vaskulitisa); ¢) mastocitoza; d) steceni ili hereditarni
angioedem; e) autoinflamatorne sindrome koji ukljuc¢uju Schnitzlerov sindrom, Gleichov
sindrom, periodi¢ni sindrom povezan s kriopirinom (engl. Cryopyrin-associated periodic
syndrome, CAPS) i dr. (anamnesticki podaci o razvoju opéih simptoma poput vruéice, umora,

bolova u zglobovima i kostima); f) prebulozni stadij buloznog pemfigoida (1).
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i) identificirati podleZecée uzroke i faktore koji dovode do pogorsanja bolesti

Prema najnovijim saznanjima, najvaznijim uzrocima razvoja KSU-e smatraju se autoimunost
tipa | (stvaranje IgE protutijela na vlastite antigene) te autoimunost tipa Ilb (stvaranje 19G
antitijela na vlastite IgE ili na FceRI) (2). Rezultati osnovnih pretraga (CRP, ukupni IgE,
antTPO) usmjeravaju dijagnozu u tom smjeru. Medutim, kod dijela KSU-a uzroci
degranulacije mastocita ostaju nerazjasnjeni. U faktore koji mogu dovesti do pogorsanja bolesti
ubrajaju se: lijekovi, hrana, stres, infekcije. Najc¢es¢i lijekovi koji dovode do egzacerbacije
KSU-e su nesteroidni protuupalni lijekovi. Takoder, prema istrazivanjima, ¢ak 1/3 bolesnika s

KSU-om navodi da stres uzrokuje pogorsanje simptoma (1).
iii) procijeniti aktivnost, tijek i utjecaj bolesti na svakodnevne aktivnosti.

U bolesnika s KSU-om, aktivnost i tezina bolesti procjenjuje se standardiziranim upitnikom
koji se naziva ,,Urticaria Activity Score” (UAS7). Radi se o mjernom instrumentu Koji prati
broj urtika i intenzitet svrbeza tijekom sedam dana (27). U navedenom upitniku se tijekom
jednog dana moze skupiti raspon bodova od 0 do 6, koji su rezultat broja urtika i intenziteta
svrbeza (Tablica 1). Maksimalan broj bodova koji se moze posti¢i nakon tjednog pracenja
iznosi 42, sto ukazuje na teSku klinicku sliku urtikarije (27). Istovjetna varijanta ovog upitnika

postoji i za angioedem.

Tablica 1. Nac¢in bodovanja u upitniku ,,Urticaria Activity Score* (UAS7)

Bod | Pojava urtika Svrbez

0 bez pojave bez svrbeza

1 mali broj (<20 u 24 sata) blagi svrbez

2 umjeren broj (20-50 u 24 sata) umjeren svrbez

3 veliki broj (>50 u 24 sata) intenzivan svrbez, utjee na dnevne aktivnosti

Uz procjenu aktivnosti bolesti, vrlo je vazno procijeniti kvalitetu zivota bolesnika, kao i
kontrolu bolesti. Upitnik kvalitete Zivota bolesnika s kroni¢nom urtikarijom ,,Chronic Urticaria
Quality of life” (CU-Q20L) sastoji se od 23 pitanja koja pokrivaju razlicite aspekte kojima ova
bolest utjece na kvalitetu Zivota, a to su: svrbez, oticanje, dnevne aktivnosti, spavanje, izgled i

ograni¢enja. Na svako pitanje bolesnik zaokruzuje odgovor na ljestvici od 1 (nema utjecaj na
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kvalitetu zivota) do 5 (znacajno naruSava kvalitetu zivota). Veci ukupni rezultat znaci
naruseniju kvalitetu Zivota tih bolesnika (28-30). Ina¢ica ovog upitnika postoji i za bolesnike s

angioedemom.

Radi uvida u kontrolu bolesti koristan je ,,Urticaria Control Test* (UCT). Standardizirani
upitnik sastoji se od cetiri pitanja koja se odnose na ucestalost pojave urtika/angioedema i
svrbeza, na utjecaj KSU-e na kvalitetu zivota, u¢inkovitost terapije 1 misljenja bolesnika o
kontroli bolesti u posljednjih mjesec dana. Odgovori se boduju vrijednostima od 0 do 4. Veci
broj bodova ukazuje na bolju kontrolu bolesti (31).

U sklopu dijagnosticke obrade bolesnika s KSU-om, kao najces¢i komorbiditeti nadu se
KIndU-e (simptomatski dermografizam, urtikarija na hladno¢u), autoimune bolesti (tireoidne
bolesti, vitiligo, reumatoidni artritis (RA)) i alergijske bolesti. S druge strane, najcesce
posljedice KSU-e su razvoj psihijatrijskih komorbiditeta u ovih bolesnika, ponajprije depresije

i anksioznosti, zatim problemi sa spavanjem i poremecaji paznje (1).

1.1.6 Lijecenje kroni¢ne spontane urtikarije

Lijecenje KSU-e je simptomatsko. Cilj lijecenja je eliminirati simptome bolesti, posti¢i

potpunu kontrolu bolesti i popraviti kvalitetu Zivota bolesnika.

Prvi korak u lijecenju je izbjegavanje provocirajucih ¢imbenika. EAACI/GA2LEN/EDF/WAO
smjernice preporucuju izbjegavanje lijekova koji mogu dovesti do egzacerbacije bolesti. To se
u prvom redu odnosi na nesteroidne protuupalne lijekove (1). Nadalje, razli¢ite infekcije (poput
infekcije bakterijom Helicobacter pylori, crijevne parazitoze i sl.) mogu utjecati na aktivnost
bolesti 1 pogorSanje simptoma, stoga ih treba lijeciti. Pojedina istraZivanja govore 1 o velikom

utjecaju stresa na aktivnost KSU-e (32).

Drugi korak je farmakolosko lijecenje KSU-e koje ukljucuje ciljno djelovanje na medijatore
mastocita (poput histamina) ili na aktivatore mastocita (poput antitijela). Trenutno se istrazuju
nove terapijske opcije koje su usmjerene na inhibiciju ili smanjenje broja mastocita (2). Prema
najnovijim EAACI/GA2LEN/EDF/WAO smjernicama iz 2022. godine, prvu liniju u lije¢enju
KSU-e ¢ine nesediraju¢i Hl-antihistaminici druge generacije; u slucaju da nema odgovora na
terapiju ili je odgovor slab, doza se podize do cCetiri tablete dnevno. Ako simptomi KSU-¢ i

dalje ne regrediraju unatoc cetverostrukoj dozi, tada se, uz terapiju H1-antihistaminicima druge
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generacije, u drugoj liniji dodaje omalizumab, humanizirano IgG anti-IgE protutijelo. U trecoj
liniji, u bolesnika kod kojih bolest ne reagira ni na terapiju omalizumabom, daje se

imunosupresivni lijek ciklosporin (1).

lako je histamin glavni medijator koji se otpusta iz mastocita, a H21-antihistaminici
predstavljaju osnovu terapije urtikarije, podaci meta-analize ukazuju da je oko 61% bolesnika
rezistentno na konvencionalnu dozu antihistaminika, a kod samo 63% tih bolesnika povecane
doze antihistaminika dovode do kontrole simptoma (2). Prema istrazivanju Guillena i
suradnika, bolesnici s autoimunom KSU-om tipa Ilb rezistentniji su na terapiju
antihistaminicima. Samo 30% bolesnika s povisenim razinama anti-TPO protutijela i Snizenim

ukupnim IgE imali su pozitivan odgovor na terapiju antihistaminicima (33).

Omalizumab je prvo 1gG anti-IgE protutijelo registrirano za lije¢enje KSU-e. Daje se u obliku
supkutane injekcije, uobicajeno u dozi od 300 mg svaka 4 tjedna (1). Omalizumab inhibira
interakciju izmedu IgE i njegovog visoko-afinitetnog receptora FceRI ¢ime se sprjecava
aktivacija mastocita i bazofila. Takoder, blokira vezanje IgE na receptore (CD23) na B
limofcitima i stanicama koje predocavaju antigen (34). Gledaju¢i uéinak omalizumaba,
bolesnici s autoimunom KSU-om tipa | (autoalergijskim tipom) koji su rezistentni na
antihistaminike, u 70% slucajeva imaju pozitivan odgovor na terapiju omalizumabom (35).
Medutim, znacajno losiji odgovor na omalizumab imaju bolesnici s autoimunom KSU-om tipa
IIb (36). Kao prediktori slabog odgovora izdvajaju se snizene vrijednosti ukupnog IgE,
povisena IgG - anti TPO protutijela, pozitivan test autolognim serumom (engl. autologus serum
skin test, ASST) i snizena ekspresija FceRI na bazofilima (2).

Ciklosporin je imunosupresivni lijek koji blokira otpustanje histamina iz mastocita i bazofila.
Osim toga, moze inhibirati T i B limfocite §to takoder moze utjecati na smanjenu aktivaciju
mastocita (37). Ciklosporin se, zbog velikog broja nuspojava, preporuca samo u lije¢enju
bolesnika s teskim oblikom KSU-e koji su rezistentni na kombinaciju Cetverostruke doze
nesediraju¢ih H1-antihistaminika druge generacije i omalizumaba (1). Za razliku od
omalizumaba, bolesnici s autoimunom KSU-om tipa Ilb imaju dobar odgovor na terapiju
ciklosporinom i duze razdoblje remisije nakon ukidanja lijeka. Medutim, izmedu 6% i 57%
bolesnika na ciklosporinu prijavljuju jednu ili vise nuspojava, ¢ak na vrlo malim ili malim

dozama lijeka (38).
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Nadalje, EAACI/GA2LEN/EDF/WAO smjernice ne preporucuju lije¢enje KSU-e sistemskom
kortikosteroidnom terapijom. Pritom, ,,odobravaju“ vrlo kratko lijeCenje sistemskim

kortikosteroidima kod akutnih egzacerbacija bolesti, s ciljem olakSanja simptoma (1).

Kao alternativne opcije u lijeCenju spominju se antidepresivi (doksepin), H2-antihistaminici
(ranitidin), dapson, metotreksat, mikofenolat mofetil, dijeta bez pseudoalergena, intravenski
imunoglobulini, plazmafereza, fototerapija te psihoterapija (1).

Ligelizumab je nova generacija anti-IlgE monoklonalnog protutijela. Trenutno je u fazi IlI
klinckog istrazivanja, a rezultati posljednjih studija pokazuju vrlo dobar sigurnosni profil, no
ucinkovitost nije veca u usporedbi s omalizumabom (39). Takoder, u fazi istrazivanju su i
antitijela usmjerena na Cba i C5a receptore, Bruton inhibitori tirozin kinaze (fenebrutinib),
antitijela na IL-17 i IL-23, kao i antitijela na IL-4, IL-5 i IL-13, monoklonsko anti-Siglec-8
antitijelo kao i MRGPRX2 antagonisti (2).

Slab odgovor na terapiju Hl-antihistaminicima, veliki troskovi lijeCenja omalizumabom te
brojne nuspojave ciklosporina uvelike ograni¢avaju terapijske mogucnosti kod bolesnika s
KSU-om. Daljnja istrazivanja neophodna su za bolje razumijevanje mehanizama koji
doprinose razvoju KSU-e. Takoder, postoji potreba za pronalaskom novih tkivnih i serumskih

markera koji bi doprinijeli razvoju usmjerenije i ué¢inkovitije terapije.

1.2 Osnovna obiljezja ljudske mikrobiote

Ljudska mikrobiota skup je svih mikroorganizama koji Zive u ili na ljudskom tijelu 1 u
interakciji su s ljudskim organizmom. Ljudsku mikrobiotu ¢ine bakterije, virusi, gljive i arheje.
Daleko najveéi dio otpada na bakterije. Cak 10'* bakterija normalno nastanjuje organizam
covjeka 1 predstavlja fizioloSku mikrobiotu (40). Pod pojmom mikrobiom podrazumijeva se
cjelokupni genetski materijal tih mikroorganizama. Smatra se da oko 99% humanog
mikrobioma ¢ine bakterijski geni (41). Mikroorganizmi koloniziraju razli¢ite anatomske
lokalizacije tijela poput koze, sluznica, gastrointestinalnog trakta, diSnog sustava i
urogenitalnog trakta. Formiraju kompleksan ekosustav koji se prilagodava okoli$nim uvjetima
svake niSe (40). Od samog rodenja pocCinje interakcija izmedu ljudskog organizma 1
mikrobioma. Pritom, interakcija moze biti komenzalna (jedan organizam ima korist od

interakcije, dok drugi nema ni koristi ni Stete), mutualisticka (oba organizma imaju koristi od
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interakcije) te patogena (jedan organizam uzrokuje Stetu drugom organizmu). Ove interakcije

igraju vaznu ulogu u ocuvanju homeostaze i zdravlja ljudskog organizma (40).

Prvi kontakt koji Covjek ima s mikrobiotom je prilikom rodenja. Pritom, na¢in rodenja uvelike
utjeCe na sastav mikrobiote (40,42,43). Tako je, primjerice, novorodencad rodena vaginalnim
putem kolonizirana velikim brojem vrsta Lactobacillus bakterija koje imaju vaznu ulogu u
probavi mlijeka i razvoju normalnog, uravnotezenog sastava crijevne mikrobiote te adekvatnog
imunosnog sustava (42). Novorodencad rodena carskim rezom Kkolonizirana je
mikroorganzimima s koze majke 1 medicinskog osoblja ukljucuju¢i Staphylococcus,
Propionbacterium i Corynebacterium (43). Sve veéi broj istrazivanja govori o narusenom
imunosnom sustavu i nedostatnoj funkciji crijeva kod djece rodene carskim rezom,
naglasavaju¢i pritom povecan rizik od razvoja pretilosti, astme i drugih alergijskih bolesti te

autoimunih bolesti kasnije tijekom Zivota (42,44).

Zajedno s rastom i razvojem ljudskog organizma, mikrobiota se aktivno prilagodava svojoj
specifi¢noj nisi 1 neprestano se razvija pod utjecajem faktora koji potjecu od domacina, ali i od
okoliSa. Osim antimikrobne zaStitne uloge, ljudska mikrobiota ima vaZznu ulogu u o¢uvanju
integriteta pojedine niSe, metabolickim funkcijama te modulaciji prirodenog i ste¢enog
imunosnog sustava (40). Faktori poput dobi, prehrane, nacina zivota, hormonalnih promjena,
naslijedenih gena i postojecih bolesti klju¢ni su za definiranje sastava ljudskog mikrobioma.

(45,46).

Promjena u sastavu ljudske mikrobiote, bilo da se radi o smanjenju mikrobne raznolikosti,
smanjenom broju korisnih organizama ili pretjeranom rastu $tetnih mikroorgnizama dovodi do
neravnoteze mikrobioma, takozvane disbioze, koja posljedicno moze dovesti do poremecéenog
imunosnog odgovora, podloZnosti infekcijama 1 razvoja odredenih bolesti. Stoga se danas
veliki broj bolesti, ukljuc¢ujuci alergijske bolesti, metabolicke bolesti, autoimune i psihijatrijske
bolesti, povezuje s disbiozom mikrobioma (47-53). O vaznosti mikrobiote za ljudski organizam
u prilog govore i ¢injenice da bakterija u tijelu u prosjeku ima deset puta vise nego ljudskih
stanica (mikrobna zajednica ¢ini 90% stanica ljudskog organizma, a tek 10% otpada na
eukariotske stanice) (54). Nadalje, bakterijskih gena ima oko 3 milijuna, dok humani genom

broji oko 23 000 funkcionalnih gena (41).

S obzirom da veéina bakterijskih vrsta nije pogodna za kultivaciju u laboratorijskim uvjetima,
razvojem metoda molekularne dijagnostike dolazi do velikog napretka u analizi mikrobioma.

Sekvenciranje nove generacije (engl. Next Generation Sequencing, NGS) i istrazivanje
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ljudskog mikrobioma predstavljaju klju¢ne prekretnice u biomedicinskim znanostima koje su
omogucile dublje razumijevanje kompleksnih interakcija izmedu mikroba 1 Iljudskog
organizma. NGS je revolucionarna tehnika sekvenciranja DNA koja omogucuje brze, jeftinije
i preciznije odredivanje niza nukleotida u genomima organizama. NGS ima brojne prednosti u
odnosu na klasi¢no Sangerovo sekvenciranje. Naziva se jos i masivno paralelno sekvenciranje
jer omogucuje brzo sekvenciranje velikog broja DNA fragmenata u isto vrijeme. To rezultira
ogromnom koli¢inom podataka, Sto omogucuje istrazivac¢ima dublje razumijevanje genoma te
veéu moguénost otkrivanja novih genetskih varijacija i povezanosti. Uredaji za NGS imaju
visoku preciznost u odredivanju nukleotidnih slijedova, s malim brojem pogreSaka u usporedbi
s drugim metodama. Nadalje, NGS omogucuje duboko sekvenciranje, Sto znaci da se isti dio

genoma moze sekvencirati viSe puta, Sto povecava pouzdanost rezultata (55).

Klju¢ne metode NGS-a ukljucuju: a) sekvenciranje gena za 16S rRNA, b) shotgun
sekvenciranje 1 ¢) RNA sekvenciranje (55). Sekvenciranje gena za 16S rRNA najceSce je
koriStena metoda za analizu bakterijskog sastava u uzorcima. 16S rRNA strukturni je i
funkcionalni dio podjedinice ribosoma u prokariotskim stanicama; stoga svaka bakterija ima
barem jednu kopiju 16S rRNA gena, dok u eukariotskim stanicama ovaj gen nije prisutan.
Sekvenciranjem ovog gena mogu se identificirati prisutne bakterijske vrste 1 analizirati njihova
raznolikost u uzorku. Shotgun sekvenciranje ukljucuje sekvenciranje svih gena prisutnih u
uzorku, bez obzira na njihovu pripadnost odredenim organizmima. To omogucuje analizu
kompletnog genskog sadrZaja uzorka, ukljucujuéi gene bakterija, arheja, virusa i drugih
mikroorganizama. To je korisno za otkrivanje novih vrsta i potencijalnih funkcija
mikroorganizama u uzorku (55). RNA sekvenciranje omogucuje analizu aktivnosti gena u
uzorku. To je posebno korisno za razumijevanje genske ekspresije kod mikroorganizama 1

njihovog utjecaja na funkciju mikrobiote i zdravlje domacina (55).

NGS je transformirao nacin na koji znanstvenici pristupaju sekvenciranju genoma i omogucio
masovnu analizu genetskih podataka. Prednosti NGS-a ukljucuju sposobnost identificiranja
veéeg broja vrsta u usporedbi s tradicionalnim metodama (uzgajanja na kulturi) te mogucénost
istovremenog sekvenciranja viSe uzoraka, §to ranije, pomocu starije i manje uc¢inkovite tehnike
sekvenciranja (poput Sanger sekvenciranja), nije bilo tehnicki izvedivo. Ovaj napredak
omogucuje dublje razumijevanje genetske raznolikosti mikroba 1 njihovih funkcija u ljudskom
organizmu. Najpoznatiji projekt istrazivanja ljudskog mikrobioma je ,,Human Microbiome
Project” (HMP). Projektom, koji je zapoceo 2007. godine, do sada je identificirano tisuce

razli¢itih mikrobnih vrsta ukljucuju¢i bakterije, viruse, gljive 1 druge mikroorganizme.
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Slijedom toga, predstavljen je prvi katalog bakterijskih gena koji pripadaju ljudskom
mikrobiomu (56). HMP je istaknuo klju¢nu ulogu mikrobioma u odrzavanju zdravlja te
naglasio mogucée povezanosti disbioze s raznim bolestima, ukljucujuci upalne bolesti crijeva,
dijabetes, pretilost, alergije kao i maligne bolesti (56). HMP je istrazivao i funkcionalni aspekt
mikrobioma, ukljuc¢ujuéi metabolicke procese 1 genetske puteve mikroorganizama. Projekt je
istaknuo da mikrobiom moze biti vrlo individualan i varirati izmedu osoba, S$to otvara vrata
personaliziranim pristupima zdravstvenoj skrbi, temeljenima na sastavu mikrobioma (56).
Ovim projektom zakoracilo se u novo, gotovo potpuno neistrazeno podrucje u biomedicini te
ne ¢udi Sto je danas veliki fokus istrazivaca upravo na analizi mikrobiote kod raznih bolesnih

stanja.

1.2.1 Oralna mikrobiota

Usna Supljina predstavlja pocetak probavnog sustava ¢ovjeka 1 ulazno mjesto u unutrasnjost
ljudskog organizma. Mikrobna zajednica usne Supljine druga je po slozenosti u ljudskom tijelu,
odmah iza crijevnog mikrobioma. Obuhvaca razliite mikrobioloske niSe, poput oralne
sluznice, jezika, sline, povrSine zuba, mekog i tvrdog nepca, koji ¢ine bogat i raznolik
ekosustav (57). Pritom svaka niSa ima razli¢it mikrobni sastav. Oralni mikrobiom sastoji se od
viSe od 1000 vrsta bakterija, virusa, gljiva 1 protozoa (58). Oralne bakterije glavne su
komponente oralne mikrobiote. Do danas je identificirano 774 oralnih bakterijskih vrsta u bazi
podataka ljudskog oralnog mikrobioma (engl. Human Oral Microbiome Database, HOMD)
(59), od kojih je 58% sluZbeno imenovano, 16% je neimenovano ali se mogu kultivirati, dok
preostalih 26% nije moguce kultivirati (59). Najzastupljenije bakterijske vrste pripadaju
koljenima Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria, Spirochaetes 1
Fusobacteria (60). Mikroorganizmi koji naseljavaju odredenu niSu usne Supljine imaju
znaajnu vjerojatnost Sirenja na susjedne epitelne povrSine i obliznje niSe (60). Takoder,
sposobni su proizvoditi veliki broj razli¢itih peptida i polisaharida koji mogu medusobno
djelovati s imunosnim sustavom domacina kako bi odrzali stabilno simbiotsko okruZenje i
zdravlje organizma (60). Nakon kolonizacije usne Supljine, oralni mikroorganizmi postupno
stvaraju stabilne mikrobne zajednice. Medutim, na homeostazu oralnog mikrobioma utjecu
razli¢iti endogeni i egzogeni ¢imbenici (uporaba lijekova, pusenje, zdravstveni status i1 Zivotni
stil domacina, okoliSni faktori) koji pritom utjecu na sastav, strukturu i metabolicke funkcije

oralnih mikroorganizama (61).
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Slina ima klju¢nu ulogu u usnoj Supljini; uz brojne funkcije u probavi hrane, ima vaznu ulogu
u odrzavanju homeostaze i obrane od bolesti (62). Slina uvelike utjeCe na kolonizaciju 1
uklanjanje mikroorganizama te ima vaznu ulogu u fizikalnoj, kemijskoj i imunoloskoj obrani
usne Supljine (62). Formira zastitni tekuéi sloj, koji pomaze u mikrobnom prianjanju i
kolonizaciji (63). Takoder, sadrzi razliCite obrambene proteine koji su dijelovi imunosnog
sustava oralne sluznice, poput imunoglobulina, antimikrobnih peptida (AMP), lizozima, a-
amilaze, mucina, peroksidaze i dr. (62). Slina ima stabilan pH (6.5-7) $to je pogodno za veéinu
bakterijskih vrsta (63). Mikrobni sastav sline ukljucuje mikroorganizme koji se luce iz razli¢itih
oralnih nisa te se smatra konglomeratom oralne mikrobiote, odnosno ,,otiskom* cijelog oralnog

mikrobioma (58).

Dosadasnje studije na razli¢itim populacijama prikazale su razli¢ite podatke o
najzastupljenijim bakterijskim vrstama u slini (65-67), S§to sugerira da razlike mogu biti rezultat
razliCitih genetskih, prehrambenih i1 okoli$nih ¢imbenika (68). Promjene u sastavu salivarnog
mikrobioma mogu se koristiti kao biomarker za prac¢enje prevalencije i prognoze bolesti poput
karijesa, oralnog karcinoma i parodontne bolesti te kao uvid u opée zdravstveno stanje (69, 70).
Mikrobiota sline ima brojne prednosti: a) relevantni je predstavnik mikrobiote usne Supljine,
b) konzistentna je medu pojedincima i znatno manje raznolika u odnosu na crijevnu mikrobiotu
(71), sto omogucava vecu dubinu sekvenciranja ovih zajednica, ¢) uzimanje uzoraka sline
predstavlja jeftin 1 neinvazivan postupak; slina se moze brzo prikupiti od ispitanika i odmah

sacuvati.

Ravnoteza bakterija 1 drugih mikroorganizmima koji nastanjuju usnu Supljinu kljucna je za
zdravlje oralne Supljine. Mikrobne zajednice imaju vaznu ulogu u razvoju brojnih bolesti oralne
Supljine, ukljucujuci karijes, gingivitis, parodontitis kao i1 gubitak zuba. Streptococcus mutans
vazna je komponenta oralne mikrobiote; glavni je patogen karijesa (bakterijske infektivne
bolesti koja ima najvecu incidenciju medu oralnim bolestima) (72), a takoder je, zbog
sposobnosti migracije u mitralni zalistak, zna¢ajno povezan s endokarditisom kod bolesnika s
dentalnim infekcijama i loSom higijenom usne Supljine (48). Takoder, prema istrazivanjima,
vrlo vaZan patogen u usnoj Supljni je Porphyromonas gingivalis, klju¢ni patogen u razvoju
parodontne bolesti, koji, uz kolonizaciju u parodontnim dzepovima, ima moguénost probijanja
mukozne barijere 1 ulaska u sistemski krvotok. Uz ve¢ dobro istrazenu povezanost
Porphyromonas gingivalis sa RA-om (47,48), novija istrazivanja povezuju Porphyromonas
gingivalis sa upalnim bolestima crijeva, a kao predloZeni mehanizam navode indukciju CD4+

T limfocita 1 proupalnih citokina (73). Veca zastupljenost ovog patogena nadena je 1 kod
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dijabetesa, aterosklerotskih bolesti, oralnih karcinoma, karcinoma gusterace i1 Alzheimerove

bolesti (74).

Dakle, osim jasno dokazane veze izmedu oralne mikrobiote i oralnih infekcija (karijesa,
parodontitisa, endodontskih infekcija, tonzilitisa), posljednjih godina studije ukazuju na
povezanost oralne mikrobiote sa sistemskim bolestima (47,48,50,75,76). Jedan od primjera je
povezanost oralne disbioze s dijabetesom. Oralna disbioza kod dijabetiCara, osim
Porphyromonas  gingivalis ukljucuje 1 vecu zastupljenost Capnocytophaga te Tannerella
forsythia (48). Prema nedavnoj studiji, 44.7% bolesnika s dijabetesom tip I te 45-88%
bolesnika s dijabetesom tip II ima pridruzenu parodontalnu bolest (75). Oralna disbioza
povezana je s aterosklerotskim kardiovaskularnim bolestima. Nedavne meta-analize potvrdile
su prisutnost 1 patoloskih (Porphyromonas gingivalis) 1 komenzalnih bakterija u
aterosklerotskom plaku koje direktnim i indirektnim mehanizmima aktiviraju prirodeni i

steCeni imunosni sustav, $to rezultira razvojem upale (48).

Promjene u sastavu oralne mikrobiote identificirane su i kod drugih bolesti. Li i suradnici
prikazali su neravnotezu i smanjenu raznolikost oralne mikrobiote kod bolesnika sa sistemskim
eritemskim lupusom (SLE-om) (49). Smanjena produkcija sline i naruSena oralna mukozna
barijera u bolesnika s Sjogrenovim sindromom (SS-om) rezultiraju promjenama sastava sline,
Sto posljedi¢no uzrokuje promjenu sastava oralnog mikrobioma (50). Kod bolesnika sa SS-om
nadene su vece zastupljenosti koljena Firmicutes, a manjak Spriochaetes, $to moZe znaciti da
oralne bakterije imaju utjecaj na imunosni odgovor domacina (50). Takoder, istraZivanja
pokazuju da se sastav oralnog mikrobioma mijenja tijekom trudnoce, §to se dovodi u vezu s
povecanom prevalencijom gingivitisa u trudno¢i. Nedavno istraZivanje ukazalo je na znacajnu
zastupljenost bakterijskih rodova Neisseria, Porphyromonas 1 Treponema u trudnica (77).
Povecana zastupljenost Porphyromonas gingivalis povezuje se s preuranjenim porodajima i

loSim ishodima trudnoce (78,79).

Sve veéi broj studija sugerira da postoji znacajna povezanost izmedu oralnog mikrobioma i
razvoja RA-a. Predlozeni su brojni mehanizmi, izmedu ostalog mehanizmi koji opisuju ulogu
oralnih patogena, ponajprije Porphyromonas gingivalis u stvaranju citrulina te potom
citruliranih proteina, s posljediénom autoimunom reakcijom i stvaranjem protutijela na
citrulinske peptide koja su Cesto prisutna u bolesnika s RA-om (47,76,80). Uz to, oralna
disbioza moze utjecati na povecanu propusnost crijeva Sto omogucava apsorpciju u krvotok

tvarima koje se obi¢no ne bi smjele apsorbirati, ukljucujuéi i citrulin. To moze potaknuti
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imunosni odgovor i upalu, §to su kljuéni ¢imbenici u razvoju RA-a (47,76). Takoder,
promijenjen sastav mikrobiote u usnoj Supljini moze izazvati upalu, Sto moze potaknuti

imunosni odgovor (47,76).

Razvoj metagenomike, metaproteomike 1 metabolomike pruzio je sveobuhvatnije
razumijevanje mikrobiote usne Supljine. Sve je veci broj dokaza koji sugeriraju da razli¢iti
unutarnji i vanjski ¢cimbenici uzrokuju oralnu disbiozu koja znac¢ajno doprinosi razvoju oralnih

1 sistemskih bolesti.

1.2.2 Crijevna mikrobiota

Crijevna mikrobiota predstavlja najveéi i najraznovrsniji rezervoar mikroorganizama medu
svim niSama ljudskog tijela. Crijevni mikrobiom je izrazito raznolik, s viSe od tisu¢u mikrobnih
vrsta koje tvore slozenu ekolosku zajednicu (81) te oko 150 puta visSe gena u usporedbi s cijelim

ljudskim genomom (82).

Zbog iznimno vazne ulogu u odrZavanju zdravlja ljudskog organizma, crijevni mikrobiom
odnedavno je klasificiran kao ,,vitalni organ® (82). Medu najvaznijim funkcijama crijevnog
mikrobioma isti¢u se sudjelovanje u probavi hrane i metaboliCkim procesima, odrZavanje
integriteta crijevnog epitela, sinteza vitamina, zaStita od patogenih organizama, kao i
modulacija i odrzavanje ravnoteze imunosnog sustava (82). Vecinu crijevne mikrobiote ¢ine
bakterije iz koljena Firmicutes i Bacteroidetes, koje sacinjavaju oko 90% ukupne crijevne
mikrobiote. U koljeno Firmicutes spadaju rodovi Clostridium, Eubacterium, Roseburia,
Ruminococcus i dr., dok Bacteroidetes izmedu ostalog ukljuuje rodove Bacteroides i

Prevotella. Sljedeca po zastupljenosti su koljena Proteobacteria i Actinobacteria (83).

Crijevni mikrobiom moze varirati zbog faktora poput nacina rodenja pojedinca (vaginalan
porod ili porod carskim rezom), dobi, okolisnih ¢imbenika, uporabe lijekova, konzumiranja
alkohola, pusenja i sl. Nadalje, crijevni mikrobiom varira u razli¢itim anatomskim dijelovima
probavnog sustava. Na primjer, bakterije iz koljena Proteobacteria (poput Enterobacteriaceae)
nalaze se u tankom crijevu, ali ne i u debelom crijevu (84), dok su bakterije iz koljena
Bacteriodetes (poput Bacteroidaceae, Prevotellaceae i Rikenellaceae) zastupljenije u debelom
crijevu. Takve varijacije posljedica su dinamike razli¢itih nisa to jest organa. U tankom crijevu
protok je brz, a koncentracija Zuci visoka, za razliku od debelog crijeva, gdje su brzine protoka

sporije i pH vrijednosti blaze, zbog ¢ega je u debelom crijevu veca zastupljenost mikrobnih

18



Diana Cesi¢, disertacija

zajednica, posebno anaerobnih vrsta (85). Crijevni mikrobiom takoder varira s dobi. Tako se
raznolikost mikrobiote povecava u razdoblju izmedu djetinjstva i odrasle dobi, a smanjuje se
u starijoj dobi (u starijih od 70 godina) (86). U dobi od 3 godine, mikrobiota djece postaje
sli¢cna mikrobioti odraslih, s tri dominantna koljena: Firmicutes, Bacteroidetes i Actinobacteria
(87). U mikrobioti starijih ljudi Cesto je smanjena zastupljenost Bifidobacterium, a rastu
zastupljenosti bakterija iz porodice Clostridium i Proteobacteria (88). Raznolikost crijevnog
mikrobioma uvelike ovisi o razliCitim c¢imbenicima domacina, ukljuujuéi genetsku
predispoziciju, nacin zZivota domacina, dob i okolisSne faktore. Prehrana se trenutno smatra

jednim od klju¢nih faktora u reguliranju crijevnog mikrobioma (89).

Cinjenica da se 70 - 80% stanica imunosnog sustava nalazi u crijevima, govori o vaznosti
interakcije crijevnog mikrobioma i imunosnog sustava (90). Pravilno sazrijevanje imunosnog
sustava neophodno je za sprjecavanje abnormalnih imunosnih odgovora koji mogu uzrokovati
kroni¢nu upalu i bolesti (91). Crijevna mikrobiota pridonosi modulaciji i sazrijevanju

imunosnog sustava te inducira i odrzava imunotoleranciju (92).

Pri sagledavanju poveznice izmedu crijevnog mikrobioma i imunosnog sustava vazno je imati
u vidu osnovna obiljezja imunosnog sustava. Imunosni sustav sastoji se od prirodene i steCene
imunosti. Prirodeni imunosni sustav pruza nespecificnu zastitu putem razli¢itih obrambenih
mehanizama, ukljucujuéi fizi€ku barijeru poput sluznice, kemijske barijere poput enzima i
AMP-a te obrambene stanice poput granulocita, makrofaga i stanica prirodnih ubojica, tzv. NK
stanica (engl. natural killer cells, NK) (93). AMP imaju protuupalno i baktericidno djelovanje,
a luce stanice crijevnog epitela,. Pojedini mikroorganizmi utje€u na pojacano stvaranje AMP-
a, stoga je sastav crijevne mikrobiote vrlo vazan u odrzivosti prirodene imunosti (94). Takoder,

AMP igraju vaznu obrambenu ulogu u eliminaciji patogena.

Steceni imunosni sustav ukljucuje stani¢nu imunost posredovanu T limfocitima te humoralnu
imunost posredovanu antitijelima koje stvaraju B limfociti. Stanice steCenog imunosnog
sustava, T i B limfociti, prepoznaju i reagiraju na specificne strane antigene. T limfociti
prepoznaju antigene koji su usli u stanice domacina te igraju vaznu ulogu u regulaciji funkcije
B limfocita koji luce protutijela i proteine koji prepoznaju specificne antigene. Do danas,
najrazradeniji mehanizam djelovanja crijevnog mikrobioma na imunosni sustav je putem T
limfocita (90,91). Nedavna istrazivanja su pokazala da mikrobiota gastrointestinalnog trakta
regulira kretanje i ulogu neutrofila te utjeCe na podjelu populacija T limfocita u razli¢ite

podtipove T pomo¢nickih (Th) stanica (95,96). Smatra se da crijevni mikrobiom moze
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potaknuti diferencijaciju CD4+ T limfocita u Thl, Th2, Th17 i regulatorne T limfocite (Treg)
(95,96). Ovisno o vrstama bakterija, diferencijacija CD4+ T limfocita zna¢ajno varira, $to

dovodi do diferencijacije u razlicite podtipove T limfocita i naknadnog oslobadanja citokina
(90).

Vaznu ulogu u odrzavanju imunotolerancije crijeva imaju kratkolan¢ane masne kiseline (engl.
short-chain fatty acids, SCFA) to jest masne kiseline koje u svojoj strukturi sadrze manje od 6
ugljikovih atoma. Navedene masne kiseline metabolicki su produkti bakterija koji nastaju
razgradnjom nerazgradivih prehrambenih vlakana u crijevima, poput rezistentnog S$kroba,
topivih vlakana, fruktooligosaharida te galaktooligosaharida. Najzastupljenije SCFA u
crijevima su butirat, propionat i actetat. SCFA imaju vrlo vaznu ulogu u o¢uvanju zdravlja
crijeva; znacajan su izvor energije za stanice debelog crijeva, pritom podrzavajuci njihovu
funkciju, pridonose ocuvanju integriteta crijevne sluznice, djeluju kao antioksidansi, imaju
sposobnost smanjenja upale u crijevima, mogu utjecati na regulaciju apetita i kontrolu tjelesne
mase te imaju ulogu u odrzavanju optimalnog pH okolisa u crijevima, §to moze utjecati na rast
I aktivnost crijevnih bakterija (97). No, jedna od najvaznijih funkcija SCFA u o¢uvanju
ljudskog zdravlja je sudjelovanje u modulaciji crijevnog imunosnog sustava i odrzavanju
ravnoteze izmedu protuupalnih i upalnih procesa. Smatra se da postizu ravnotezu imunosnog

sustava interakcijom i s prirodenom i sa ste¢enom imunosti (98-101).

Promjene sastava mikrobiote mogu biti jako znacajne za zdravlje, to jest za razvoj bolesti.
Disbioza je karakterizirana promjenama u sastavu i funkciji mikrobiote. Prekomjerna uporaba
antibiotika, loSa higijena, prehrana karakterizirana niskim unosom vlakana te visokim unosom
masti 1 Secera, sjedilacki nacin Zivota, boravak u podru¢jima oneciS¢enog zraka te razli€iti
toksini mogu poremetiti prirodnu ravnotezu crijevnih bakterija $to rezultira disbiozom (40,98).
Promjene u sastavu i funkciji crijevnog mikrobioma povezuju se s velikim brojem kroni¢nih
bolesti, ukljuCujuci gastrointestinalne, upalne bolesti, metabolicke, kardiovaskularne,

autoimune te maligne bolesti (51-54,82,83,90).

Veliki broj istrazivanja upucuje na snaznu ulogu disbioze crijevne mikrobiote u razvoju upalnih
bolesti crijeva. Kod bolesnika sa upalnim bolestima crijeva nadena je manja zastupljenost
komenzalnih bakterija Firmicutes, Actinobacteria i Bacteroides, uz povecanu brojnost
patogenih bakterija iz koljena Proteobacteria (51). Nadalje, u bolesnika s RA-om smanjena je
raznolikost crijevne mikrobiote, §to korelira sa pozitivnim specifi¢énim protutijelima u serumu

tih bolesnika. U mikrobioti bolesnika s RA-om zabiljezena je vecéa zastupljenost bakterijskog
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roda Prevotella, dok je Fusobacterium snizen (103,104). Razna istrazivanja povezuju disbiozu
crijevnog mikrobioma s dijabetesom tipa I (52,102). U mikrobiomu tih bolesnika detektiran je
veci broj bakterija iz roda Bacteroides te smanjen broj bakterija koje stvaraju SCFA kao §to je
Faecalibacterium prausnitzii (52,102). Nadalje, smanjena zastupljenost bakterija koje stvaraju
SCFA u crijevima dovodi se u vezu s razvojem hipertenzije (53). Takoder, sve je veci broj
istrazivanja koja sugeriraju da disbioza, ili pak promjene u zastupljenosti pojedinih bakterija,

igraju ulogu i u razvoju malignih bolesti, ponajprije gastrointestinalnih karcinoma (105).

Posljednjih godina postignut je zna¢ajan napredak u razumijevanju crijevne mikrobiote i njene
uloge u odrzavanju homeostaze, uz istovremeno istrazivanje uloge disbioze u patogenezi
razli¢itih bolesti. Analize mikrobiote, ne samo da su rasvijetlile slozenost interakcije
mikroorganizama s ljudskim organizmom, ve¢ su i identificirale nove biomarkere koji bi mogli
posluziti kao temelj za razvoj specificnih dijagnostickih metoda i ciljanih terapijskih pristupa.
Takva istrazivanja otvaraju vrata novim saznanjima o povezanosti crijevne mikrobiote s
bolestima, pruzajuéi perspektivu za razvoj personaliziranih dijagnostickih alata i inovativnih

terapija.

1.2.3 Povezanost mikrobiote i kroni¢ne spontane urtikarije — dosadasnje spoznaje

U posljednje vrijeme, sve vise istraZivanja analizira promjene u sastavu crijevne mikrobiote
kod bolesnika s upalnim koznim bolestima, poput psorijaze, alergijskih bolesti i akni (106).
Takoder, pojedina su istrazivanja analizirala crijevni mikrobiom kod bolesnika s KSU-om
(107-113). Sva navedena istrazivanja karakterizira ukljuivanje relativno malog broja
ispitanika. Vecina studija koristila je sekvenciranje gena za 16S rRNA iz uzorka fecesa kao
glavnu metodu analize, dok je jedna studija primijenila lananu reakciju polimerazom u
stvarnom vremenu (engl. real time-polymerase chain reaction, gPCR), za detekciju specifiénih
bakterijskih vrsta (109). lako navedena istrazivanja sugeriraju promjene u sastavu i raznolikosti
crijevnog mikrobioma te razlike u zastupljenosti odredenih bakterija, rezultati su

nekonzistentni.

S obzirom da je KSU dominantno autoimuna bolest, smatra se da bi promjene u crijevnoj
mikrobioti mogle doprinijeti gubitku imunotolerancije. Moguce je da promjene u crijevnom
mikrobiomu utjeCu na gubitak ravnoteze izmedu Thl, Th2, Th17 citokina i supresiju Treg
limfocita te na taj nacin pridonose razvoju upale u patogenezi KSU-e (114). Istrazivanje u

ovom podruc¢ju ukazalo je na dosad neprepoznatu ulogu proupalnih Thl7 limfocita i
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neravnotezU izmedu njih i Treg limfocita. U serumu bolesnika s KSU-om nadene su snizene
vrijednosti Treg limfocita i poviSene vrijednosti IL-17, kojeg otpustaju Th17 limfociti (20).
Nadalje, Atwa i suradnici ukazali su da poviSeni proupalni citokini, ukljuujuci IL-17, 1L-23 i
TNF-a, igraju vaznu ulogu u patogenezi KSU-e (115). Povecane razine ovih citokina povezane
su s tezim simptomima i ve¢om aktivnosti bolesti. Takoder, terapijska vaznost Th17 puta u
KSU-i potvrdena je u¢inkovito$¢u inhibitora IL-170 u sprjeavanju degranulacije mastocita
(115). Smanjen broj Treg limfocita u krvi bolesnika s KSU-om sugerira da nedostatak kontrole
nad imunosnim odgovorima moze doprinijeti razvoju urtikarije (116,117). Medutim, to¢ni

mehanizmi ovih imunosnih zbivanja do sada nisu razjasnjeni.

Liu i suradnici u svom su istrazivanju pokazali snizenu alfa raznolikost (raznolikost unutar
ispitivane skupine) kod bolesnika s KSU-om u usporedbi sa zdravim ispitanicima; takoder
znacajna je i raznolikost izmedu ispitivanih skupina (beta raznolikost). Na razini koljena,
zastupljenost bakterija Firmicutes bila je snizena, dok su Fusobacteriae bile relativno vise
zastupljene u odnosu na kontrolnu skupinu (111). SniZenu zastupljenost koljena Firmicutes u
bolesnika s KSU-om prikazao je i Wang, koji je takoder identificirao i snizenu raznolikost
mikrobioma medu bolesnicima (108). Drugo pak istraZzivanje pokazalo je relativno vecu
zastupljenost koljena Firmicutes u bolesnika s KSU-om, u odnosu na zdrave ispitanike.
Medutim, to istrazivanje nije pokazalo smanjenu raznolikost unutar skupine bolesnika, dok je
izmedu dvije ispitivane skupine dokazana raznolikost u sastavu mikrobioma (beta raznolikost)
(112). Lu i suradnici prikazali su znacajno snizenu zastupljenost bakterija iz koljena
Bacteroidetes u bolesnika s kroni¢nom urtikarijom, dok su bakterije iz koljena Actinobacteria i
Proteobacteria bile brojnije u skupini bolesnika u odnosu na zdrave kontrole (107). Takoder,
Zhang i suradnici ukazali su na znacajno vecu zastupljenost koljena Proteobacteria u bolesnika
s KSU-om (110). Istrazivanje nije evidentiralo smanjenu raznolikost u bolesnika s KSU-om,
dok su razlike u beta raznolikosti izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih ispitanika bile
znacajne. Wang 1 suradnici u svom su istrazivanju doveli u vezu smanjen broj bakterija iz roda
Ruminococcae sa smanjenim brojem i funkcijom Treg limfocita, $to upucuje da smanjen broj
specificnih bakterija u crijevima moze narusiti funkciju Treg limfocita i time pridonijeti
razvoju KSU-e (108). Liu i suradnici takoder su u svom istrazivanju prikazali snizenu relativnu
zastupljenost bakterija iz porodice Ruminococceae, ukljucuju¢i Butyricoccus i
Faecalibacterium, dok su Enterobacteriaceae nadene u ve¢em broju u bolesnika s KSU-om u
odnosu na zdrave kontrole (111). Isto tako, nasli su znacajno snizenu zastupljenost bakterija iz

roda Ruminococcus i Subdoligranulum koje proizvode SCFA (111). Smanjen broj

22



Diana Cesi¢, disertacija

Ruminococcus bakterija u svom su istrazivanju prikazali i Wang i suradnici (112). Dosadasnja
istrazivanja pokazuju da SCFA poti¢u funkciju Treg limfocita, koji pak suprimiraju upalne
odgovore posredovane Th1/Th2/Th17 limfocitima (98-101). Stoga, autori sugeriraju da je u
bolesnika sa smanjenom zastupljeno$c¢u bakterija koje proizvode SCFA oslabljena funkcija
Treg limfocita, $to moZe pojacati akivaciju Th2 stanica i stvaranje proupalnih citokina, poput
IL-4, koji zajedno s proupalnim citokinima IL-5 i IL-13 poti¢u stvaranje IgE protutijela i
aktivaciju mastocita (108,111).

Prema naSim saznanjima i prema podacima dostupnima iz literature, do sada nisu izvodene
analize salivarne mikrobiote kod bolesnika s KSU-om. U nasem preliminarnom istrazivanju na
10 bolesnika s KSU-om i 13 zdravih ispitanika, metodom terminalnog polimorfizma duzine
restrikcijskin fragmenata (engl. Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism,
TRLFP) nadena je smanjena raznolikost salivarne mikrobiote kod bolesnika s KSU-om u
usporedbi sa zdravim ispitanicima (118). No, radi se 0 manje preciznoj metodi u odnosu na
NGS, koja se temelji na sekvenciranju DNA koja je prethodno fragmentirana restrikcijskim

enzimima.

Uvidom u istrazivanja o povezanosti oralne mikrobiote i sistemskih bolesti, razlicita
istrazivanja pokazala su nekonzistentne podatke o raznolikosti oralne mikrobiote i
zastupljenosti bakterija, ukljucuju¢i bakterije iz  koljena Bacteroidetes, Firmicutes,
Proteobacteria, Fuscobacteria, zatim iz roda Porphyromonas, Fusobacterium, Hemophilus,

Neisseriae, Capnocytophaga, Actinobacteria, Streptococcus, Lactobacillus i sl. (47-50,71-79).

Dakle, unato¢ razli¢itim podacima o raznolikosti i zastupljenosti pojedinih bakterija, neosporna
je Cinjenica o povezanosti disbioze mikrobioma s brojnim bolestima. Vjerojatno ¢e buduca
istrazivanja identificirati pojedine bakterijske rodove ili vrste i njihove metaboli¢ke funkcije
kao vazne ¢imbenike u etiopatogenezi odredenih bolesti, neovisno o promjenama u cjelokupnoj
raznolikosti mikrobiote; time ¢e se dodatno naglasiti specificne uloge odredenih bakterija u

razvoju pojedinih bolesti.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA
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2.1 Svrha

Utvrditi razlike u sastavu salivarne i crijevne mikrobiote izmedu bolesnika s KSU-om
i zdravih ispitanika.

2.2 Hipoteze

1. Sastav salivarne mikrobiote razlikuje se izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih
kontrola.

2. Sastav crijevne mikrobiote razlikuje se izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih kontrola.

2.3 Ciljevi

1. odredivanje sastava salivarne i crijevne mikrobiote kod svih ispitanika

2. usporedba sastava salivarne i crijevne mikrobiote izmedu bolesnika s KSU-om i

zdravih ispitanika

ispitivanje povezanosti sastava salivarne i crijevne mikrobiote u bolesnika s KSU-om i
u zdravih ispitanika
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Istrazivanje parova (engl. case-control) provedeno je u razdoblju od listopada 2020. godine do
ozujka 2022. godine na Klinci za kozne i spolne bolesti KBC Sestre milosrdnice, Institutu
Ruder Boskovi¢ te Hrvatskom veterinarskom institutu. Odobreno je od strane Etickog
povjerenstva KBC-a Sestre milosrdnice te od strane Etickog povjerenstva Stomatoloskog

fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

3.1 Ispitanici

Istrazivanje je ukljucilo 45 ispitanika, 22 bolesnika s KSU-om i 23 zdrava ispitanika. Svi
sudionici potpisali su informirani pristanak za sudjelovanje u istraZivanju, nakon $to im je
detaljno objasnjena svrha i plan istrazivanja. Dijagnoza KSU-e postavljena je prema
EAACI/GA?LEN/EDF/WAO smjernicama (kroni¢na urtikarija koja traje duze od Sest tjedana
bez identificiranog uzroka) (1). Takoder, svi ispitanici su prije ukljuCenja u istraZivanje
pregledani od strane nadleznog doktora dentalne medicine u svrhu iskljucenja parodontne
bolesti, oralnih infekcija i drugih upalnih procesa, oralnih ulkusa i karcinoma. Ispitanici s
odredenim stanjima koja bi mogla utjecati na sastav salivarne i crijevne mikrobiote iskljuceni

su iz daljnjeg istrazivanja. Kriteriji ukljucenja i iskljucenja prikazani su u Tablici 2.

Tablica 2. Kriteriji ukljucenja i iskljucenja za sudjelovanje u istrazivanju

Kriteriji ukljuc¢enja

ispitanici u dobi iznad 18 godina
potpisan informirani pristanak

bolesnici s dijagnosticiranom
kroni¢nom spontanom urtikarijom
po EAACI/GA LEN/EDF/WAO
smjernicama

ispitanici koji tijekom prethodna 3
mjeseca nisu bili na terapiji
antibioticima

ispitanici koji puse manje od 5
cigareta dnevno

Kriteriji isklju¢enja

ispitanici mladi od 18 godina
ispitanici koji puse 5 i vise cigareta dnevno
sudionice s potvrdenom trudnocom

bolesnici s Chronovom bolesti, ulceroznim kolitisom,
sindromom iritabilnog kolona

bolesnici s dijabetesom tip 1 i Il i pretili ispitanici

bolesnici s parodontitisom

bolesnici s kronicnom bubreznom insuficijencijom

bolesnici s malignim bolestima

bolesnici s drugim autoimunim bolestima

bolesnici s tezim psihijatrijskim bolestima i bolestima ovisnosti

ispitanici koji su konzumirali ve¢e doze komercijalnih
probiotika u prethodnih mjesec dana
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Po ukljucenju u istrazivanje, bolesnici su detaljno anamnesticki ispitani i pregledani od strane
dermatovenerologa - alergologa. Potom su im dodijeljena dva upitnika, za koje su dobili
detaljne upute o ispunjavanju: 1) UAS7 upitnik za procjenu aktivnosti bolesti (mjerni
instrument koji prati broj urtika i intenzitet svrbeza tijekom sedam dana) (27-29) te 2) CU-
Q2oL upitnik za procjenu kvalitete zivota bolesnika s kroniénom urtikarijom (31-33). Zatim je

uslijedilo uzimanje uzoraka.

3.2 Uzimanje uzoraka sline

Svi ispitanici dobili su pisane i usmene upute o pravilnom sakupljanju uzoraka sline. Ispitanici
su zamoljeni da dva sata prije sakupljanja sline ne konzumiraju hranu te da pri sakupljanju
slijede upute proizvodaca komercijalnog seta za sakupljanje sline (OMNIgene ORAL OM-501,
DNA Genotek, Ottawa, Kanada). Slina se sakupljala u plasti¢ne epruvete s dodatkom pufera,
pri ¢emu proizvodac¢ jam¢i o¢uvanje sastava mikrobiote i do 60 dana nakon uzorkovanja (Slika
4). Epruvete sa prikupljenom slinom pohranjivale su se u zamrzivacu (-80 °C) do izolacije
DNA.

Slika 4. Komercijalni set za sakupljanje sline

3.3 Uzimanje uzoraka fecesa

Svi ispitanici dobili su upute o pravilnom sakupljanju uzoraka fecesa. Uzorci su prikupljeni

kod kuce. Ispitanici su zamoljeni da slijede detaljne upute proizvodaca komercijalnog seta za
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sakupljanje fecesa i Spatulom prenesu potrebnu kolicnu fecesa u epruvete s puferom
(OMNIgene GUT OM-200, DNA Genotek, Ottawa, Kanada) (Slika 5). Proizvoda¢ jamci
oCuvan sastav mikrobiote, bez utjecaja na koli¢inu ili kvalitetu DNA, na sobnoj temperaturi i
do 60 dana nakon uzorkovanja. Uzorci su nakon uzimanja pohranjeni u hladnjaku (4°C - 8°C),
a potom su unutar 7 dana dostavljeni na Kliniku za kozne i spolne bolesti KBC-a Sestre

milosrdnice te pohranjeni u zamrzivac¢ (-80 °C) do izolacije DNA.

Slika 5. Komercijalni set za sakupljanje fecesa

3.4 Uzimanje uzoraka Krvi

Kod bolesnika su uzeti uzorci krvi te su u Biokemijskom laboratoriju KBC-a Sestre milosrdnice
analizirani sljede¢i parametri: CRP, SE, KKS, DKS, TSH, anti-TPO, antiTg, ukupni IgE,
vitamin D, ANA.

3.5 lzolacija DNA

Izolacija DNA izvrSena je u Zavodu za Molekularnu biologiju Instituta Ruder Boskovi¢.
Mikrobna DNA iz fecesa i sline izolirana je koriste¢i komercijalni set za izolaciju DNA
ZymoBIOMICS DNA Miniprep 4300 (Zymo Research, Irvine, Kalifornija, SAD).
Komercijalni set se sastoji od reagensa koji su pazljivo razvijeni za razbijanje stanica
(pruzajuci zastitu nukleinskim kiselinama nakon razgradnje stanica) te olakSavaju izolaciju
DNA iz sline 1 stolice. Prema uputama proizvodaca, 250 pul stolice ili sline 1 750 pul otopine
ZymoBIOMICS Lysis Solution stavljeno je u plasti¢éne mikroepruvete (ZR Bashing Bead Lysis

Tubes) i homogenizirano uredajem FastPrep FP120 Cell Disrupter (Thermo Electron
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Corporation, Milford, Massachusetts, SAD) dvaput po 20 s, s pauzom od 30 s izmedu, na brzini
4. Nakon homogenizacije, mikroepruvete su centrifugirane 1 min na 10 000 x g, nakon Cega je
400 pl supernatanta prebaceno na kolonu za filtriranje (Zymo-SPIN Il1-F Filter) koja se nalazi
u mikroepruvati za skupljanje uzoraka (Collection Tube), koja je zatim centrifugirana 1 min na
8000 x g. Kolona za filtriranje je bacena, a u mikroepruvetu za skupljanje uzorka je dodano
1200 pl pufera za vezanje DNA (Zymo Biomics DNA Binding Buffer) i potom dobro
promijesano. 800 pl mjeSavine prebaceno je u kolonu za procis¢avanje (Zymo-Spin 1ICR
Column) koja se nalazi u mikroepruveti za sakupljanje uzorka i centrifugirano 1 min na 10 000
x g. Nakon centrifugiranja filtrat je bacen, a kolona za prociS¢avanje je vratena u
mikroepruvetu za sakupljanje uzorka te je cijeli postupak ponovljen s preostalin 800 pl
mjeSavine prikupljene u prethodnom koraku. Nakon centrifugiranja, filtrat je bacen, a na
kolonu za procis¢avanje dodano je 400 ul pufera za procis¢avanje DNA 1 (ZymoBIOMICS
DNA Wash Buffer 1). Kolona je centrifugirana 1 min na 10 000 x g nakon ¢ega je filtrat bacen,
a na kolonu je dodano 700 pl pufera za procis¢avanje DNA 2 (ZymoBIOMICS DNA Wash
Buffer 2). Kolona je centrifugirana 1 min na 10 000 x g, nakon ¢ega je filtrat bacen, a na kolonu
je dodano novih 200 ul pufera za procis¢avanje DNA 2 (ZymoBIOMICS DNA Wash Buffer
2) te je kolona ponovno centrifugirana 1 min na 10 000 x g. Nakon toga, kolona za
prociS¢avanje DNA prebacena je u Cistu plasti¢énu mikroepruvetu te je na kolonu dodano 50 pl
vode bez DNaza i RNaza (ZymoBIOMICS DNase/RNase Free Water). Kolona je
centrifugirana 1 min na 10 000 x g, nakon ¢ega je kolona bacena, a otopljenoj izoliranoj DNA
odredena je Cistoca i koncentracija pomocu spektrofotometra NanoPhotometer N50/N60

(Implen, Miinchen, Njemacka) nakon ¢ega je pohranjena na -20 °C do daljnjeg koristenja.

Prije pripreme biblioteke za sekvenciranje dijelova gena koji kodiraju za bakterijsku 16S
rRNA, potrebno je precizno odrediti koncentraciju izolirane DNA. To je kljucan korak prije
postupka samog sekvenciranja buduéi da je optimalna koli¢ina DNA koja se koristi u pripremi
biblioteka za sekvenciranje jedan od znacajnijih parametara za postizanje kvalitetnih rezultata.
Koncentracija DNA mjerena je na aparatu Qubit 4 Fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, SAD) koriste¢i komercijalni set Qubit 1X dsDNA High Sensitivity
(HS) Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Na plasti¢noj plo€ici s 96 jazica napravljene su
radne otopine uzoraka DNA od 5 ng/ul §to sluzi za pripremu biblioteka za sekvenciranje.

Jazice s DNA koncentracijom od 5 ng/ul koriStene su za pripremu biblioteka za sekvenciranje.
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3.6 Sekvenciranje nove generacije

Sekvenciranje nove generacije (NGS) provedeno je u Hrvatskom veterinarskom institutu.
Bakterijska DNA iz uzoraka fecesa i sline analizirana je sekvenciranjem gena za 16S rRNA na
[lumina MiSeq uredaju, pri ¢emu je koristen komercijalni set Nextera XT Index Kit v.2 set A

(Mumina, San Diego, Kalifornija, SAD).

Prvi korak predstavlja priprema biblioteka 16S rRNA. Za umnazanje V3-V4 varijabilnih
regija gena 16S rRNA koristena je lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain
reaction, PCR), pomocu pocetnica koje na sebi, 0sim dijelova koji se preklapaju s regijom V3-
V4, sadrze i dijelove kompatibilne s Illumina indeksima i adapterima za sekvenciranje. To
omogucuje sekvenciranja s oba kraja, a dobiveni produkt je amplikon od oko 500 parova baza.
PCR umnazanje provedeno je pomoc¢u pocetnica i KAPA HiFI HotStart Ready Mix polimeraze
(Kapa Biosystems Inc., Wilmington, Massachusetts, SAD). U svaku jazicu PCR ploce
otpipetirano je 12,5 ul KAPA HiFIl HotStart Ready Mix polimeraze te dodano 5 pl svake
pocetnice. Potom je u jaZice dodano 2,5 pl izolirane DNA. U jazicu oznacenu H20 dodano je
1 ul sterilne ultra ¢iste vode (Qiagen, Diusseldorf, Njemacka) (negativna kontrola 1), u jaZicu
oznacenu TE dodano je 1 pl Tris pufera (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) (negativna kontrola 2). U
jazice oznacene MOCK1 i MOCK 2 otpipetirano je 0,5 pl pozitivne kontrole ZymoBIOMICS
Microbial Community DNA Standard (Zymo Research, Irvine, Kalifornija, SAD). Potom je
plo¢a prekrivena folijom i nakon centrifugiranja stavljena u termokruznik (Tprofessional
Basic, Biometra) nakon ¢ega slijede ciklusi po protokolu: 1) denaturacija, 95°C, 3 min, 2) 25
ciklusa po protokolu: 95°C, 30 s; 55°C, 30s; 72°C, 30 s, potom 3) 72°C, 5 minuta, zatim 4)
zadrZavanje na 4°C. Za provjeru dobivenih produkata izabrano je 12 nasumi¢nih uzoraka; 5 ul
uzorka promijesano je sa 3 pl boje za nanosenje uzoraka. Elektroforeza je radena na 1,5% gelu
agaroze, 30 min na 100 V. Pod UV svjetlom transiluminatora provjerena je veli¢ina fragmenata

koja je iznosila oko 500 parova baza.

Nakon toga slijedi pro¢iséavanje umnoZenih produkata. PCR plo¢a s amplikonima
centrifugirana je 1 min na 1000 x g. Potom je prireden 80% -tni etanol. Brzo mijeSanje MagSi-
NGS PREP Plus magnetnih kuglica (Magtivno, Nizozemska) izvr$eno je 30 s u vortex mjesalici.
Pomoc¢u multikanalne pipete, 20 pl kuglica dodano je u svaku jazZicu ploce, a potom 10 puta
njezno pomijesano pipetiranjem, nakon Cega slijedi inkubacija na sobnoj temperaturi tijekom
5 minuta. Potom se ploca stavlja na magnentni stalak i inkubira 2 min. Supernatant je odbacen,

a dodano je 200 pl 80%-tnog etanola te je postupak jo§ jednom ponovljen. Zatim je u svaku
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jazicu dodano 52,5 ul Tris pufera, 10 puta njezno promijeSano pipetiranjem i inkubirano 2 min
na sobnoj temperaturi. Nakon toga slijedilo je prebacivanje 50 ul sadrzaja iz svake jazice u

novu PCR plocu.

U sljede¢em koraku, na proc¢is¢ene amplikone dodaju se Illumina index pocetnice 17 1 IS Sto
rezultira stvaranjem biblioteka. 1z plo¢e s procis¢enim PCR produktima multikanalnom
pipetom prebaceno je 5 pl sadrzaja iz svake jazice u novu PCR plocu sa 96 jazica. Zatim su
dodane pocetnice 17 i 15, a potom je multikanalnom pipetom dodano 10 pl vode i 25 pl Kapa
HiFi DNA polimeraze u svaku jazicu te promijeSano 10 puta pipetiranjem. Plocu smo prekrili
folijom 1 uslijedili su ciklusi u termokruzniku po protokolu: 1) 95 °C, 3min, 2) 8 ciklusa po
protokolu: 95°C, 30 s; 55°C, 30 's; 72°C, 30 s 3) 72°C, 5 min, 4) zadrzavanje na 4 °C.

Potom slijedi pro¢i§¢avanje umnozenih produkata. Cjelokupni volumen biblioteka ponovno je
procisc¢en po protoklu kako je ranije opisano, a konacni volumen procis¢enih biblioteka je 25
pl. Dobiveni produkti provjereni su PCR reakcijom na gelu agaroze (istim protokolom kako je

opisano ranije); u ovom koraku veli¢ina fragmenta je neSto veca te iznosi oko 630 parova baza.

Koncentracije biblioteka mjerene su koristenjem Qubit dsDNA HS assay komercijalnog kita
na Qubit 4.0 uredaju (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD). Zatim je
svaka biblioteka razrijedena s Tris puferom na 4 mM. Od svake razrijedene biblioteke uzeto je

5 ul (engl. aliquot) i pomijesano u zajednicku, tzv. puliranu biblioteku (engl. pooled library).

Zadnji korak prije pocetka sekvenciranja je finalno razrjedivanje. Pulirana biblioteka
denaturirana je sa svjeze pripremljenim 0,2N NaOH te je napravljeno konac¢no razrjedenje (2
pikomolarna biblioteka) mijeSanjem 480 ul pripravljene 20 pM biblioteke sa 480 ul HT1. Isti
postupak napravljen je s pripremljenim PhiX Control v3 (kontrolna biblioteka, unutarnja
kontrola sekvenciranja) (lllumina, San Diego, Kalifornija, SAD). Prisutnost PhiX Control v3
omogucuje pracenje kvalitete sekvenciranja. U konacnici je razrijedena biblioteka pomijeSana
s PhiX Control v3 te je u finalnoj biblioteci bilo 15% Phix Control v3. Kombinirana biblioteka
inkubirana je na 96°C, 2 min. Nakon inkubacije sadrzaj mikroepruvete je promijeSan te stavljen
u posudu s ledom 5 min. Potom je cjelokupan sadrzaj mikroepruvete otpipetiran u spremnik
reagensa (engl. reagent cartridge) na kojemu postoji posebna pozicija oznacena kao ,,Load
Sample", a spremnik je postavljen u MiSeq uredaj. Prije poCetka sekvenciranja uredaj je
kalibriran kako bi se osigurala preciznost i to¢nost rezultata. Reakcija sekvenciranja je

provedena upotrebom kompleta MiSeq Reagent Kit v3.

32



Diana Cesi¢, disertacija

3.7 Bioinformati¢ka analiza

Za analizu rezultata sekvenciranja gena za 16S rRNA koristena je bioinformaticka platforma
QIIME 2 (119). Alfa raznolikost (kompozicijska raznolikost unutar svakog uzorka, ukljucujuci
bogatstvo i ravnotezu) analizirana je pomocu indeksa raznolikosti: Chao 1, Evenness i
Shannon. Za odredivanje beta raznolikosti (raznolikost izmedu uzoraka) KkoriStena je
Jaccardova udaljenost i neotezana Unifrac (engl. Unweighted Unifrac) mjera koje pri
odredivanju udaljenosti medu uzorcima uzimaju u obzir zastupljenost pojedinih taksonomskih
jedinica. Za identifikaciju statisti¢ki znacajnih razlika u relativnoj zastupljenosti bakterija na
razli¢itim nivoima u crijevnom i salivarnom mikrobiomu izmedu KSU bolesnika i zdravih
ispitanika izvedena je analiza efekta linearnog diskriminacijskog faktora (engl. Linear
discriminant analysis, LDA), tj. analiza LEfSe (engl. Linear discriminant analysis Effect Size)
(120). Samo one LDA vrijednosti vece od 2 i p-vrijednosti manje od 0,05 smatrale su se
statisticki znacajnima.

Multivarijantna analiza MaAsLin 2 koriStena je za ispitivanje povezanosti mikrobiote sa
klinickim parametrima (121). Za ispitivanje korelacije sastava salivarne i crijevne mikrobiote
u pojedinog ispitanika koristen je raunalni program Source Tracker (122). Rezultati analize
Source Trackerom prikazuju koliki je udio svakog izvora mikrobioma u ciljanom uzorku.
Povezanost mikrobiote s teZinom bolesti (mjerenom UAS7 upitnikom) 1 kvalitetom zivota
bolesnika s KSU-om (mjerenom CU-Q2oL upitnikom) ispitana je Spearmanovom

korelacijom.

3.8 Statisticka analiza

Normalnost kontinuiranih podataka testirali smo koristenjem D'Agostino-Pearsonovog testa.
Podaci koji ne slijede normalnu distribuciju prikazani su medijanom i rasponom vrijednosti.
Kategoricki podaci prikazani su kao broj uzoraka i postotak. Mann—Whitneyev test koristen je
za testiranje razlika izmedu dviju skupina kontinuiranih podataka, dok je hi-kvadrat (x?) test
koriSten za testiranje povezanosti izmedu kategorickih varijabli. Korelacija izmedu
kontinuiranih 1 nominalnih vrijednosti odredena je racunanjem Spearmanovog koeficijenta
korelacije rangova (p). Dijagnosticka vrijednost zastupljenosti odredenih bakterija odredena je
racunanjem povrsine ispod ROC (engl. Receiver Operating Characteristic) krivulje (engl. Area
Under Curve, AUC) (123).

33



Diana Cesi¢, disertacija

Statisticka analiza izvedena je pomoc¢u MedCalc v20.218 (MedCalc Software, Ostend, Belgija)
i programskog jezika R v3.4.4 (R Foundation for Statistical Computing, Be¢, Austrija).

Dvosmjerne p-vrijednosti manje od 0,05 smatrane su statisticki znac¢ajnima.
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4. REZULTATI
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Istrazivanje je ukljucilo 45 ispitanika, medu kojima su bila 22 bolesnika s dijagnozom KSU-e
te 23 zdrava ispitanika. Ispitivane skupine nisu pokazale statisticki znacajne razlike u dobi i
spolu. Osnovne informacije o demografskim i klinickim podacima ukljucenih ispitanika sazete
su u Tablicama 3-5. U 50% bolesnika s KSU-om nadene su povisene vrijednosti anti-TPO.
Utvrdili smo statisticki zna¢ajnu povezanost poviSenih anti-TPO sa sniZenim ukupnim IgE
(p=0,009). Takoder, unesto vise od 2/3 bolesnika, detektirane su sniZzene serumske vrijednosti

vitamina D.

Tablica 3. Dobne i spolne karakteristike uklju¢enih ispitanika

Variiabla KSU bolesnici Zdravi ispitanici _vriiednost
. (Nukupno=22) (Nukupno=23) p-vrl]
Dob,_ medijan 42 40 0,928

(min-max) (20-73) (19-74)
Spol

Muskarci 6 (27,3%) 7 (30,4%) 0,817
Zene 16 (72,7%) 16 (69,6%)

Tablica 4. Klinic¢ki parametri bolesnika s KSU-om
Varijabla KSU bolesnici (Nukurno=22) [N (%)]

Trajanje bolesti

6 tjedana — 5 mjeseci 15 (68%)
6 mjeseci-12 mjeseci 7 (32%)
Pojava urtika
svakodnevno 13 (59%)
2-4 puta tjedno 8 (36%)
jednom tjedno 1 (5%)
PridruZen angioedem 7(32%)
PridruZene atopijske bolesti 7(32%)
UAS7 (broj urtika + intenzitet svrbeza)
0-6 (dobro kontrolirana bolest) 5 (23%)
7-15 (blaga bolest) 3 (14%)
16-27 (umjerena bolest) 10 (45%)
28-42 (teska bolest) 4 (18%)
Cu-Q20oL (utjecaj urtikarije na kvalitetu Zivota)
nema utjecaj 0 (0%)
mali utjecaj 2 (9%)
umjeren utjecaj 7 (32%)
veliki utjecaj 9 (41%)
iznimno veliki utjecaj 4 (18%)
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Tablica 5. Laboratorijski parametri bolesnika s KSU-om

Varijabla KSU bolesnici; Nukueno=22 [N (%)]
Povisen CRP 7 (32%)
PoviSena SE 7 (32%)
Povisen anti-Tg 6 (27%)
Povisen anti-TPO 11 (50%)
SniZen vitamin D 15 (68%)
Povisen IgE 9 (41%)

4.1 Analiza sastava mikrobiote fecesa

4.1.1 Taksonomska analiza

Nakon kontrole kvalitete sekvenci (produkata sekvenciranja), izolirano je ukupno 3,633,362
sekvenci iz uzoraka fecesa u 45 ispitanika, u prosjeku 80,741 sekvenca po uzorku. Analizirali
smo bakterijske sastave i relativne zastupljenosti pojedinih taksonomskih vrsta na razli¢itim

taksonomskim razinama.

Na razini koljena, u obje ispitivane skupine najveéu zastupljenost imala su koljena Firmicutes
i Bacteroidetes. Bakterije iz koljena Firmicutes bile su zastupljenije u kontrolnoj skupini
(medijan=49,4%) u odnosu na KSU skupinu (medijan=47,3%), dok su Bacteroidetes bile
podjednako zastupljene u obje skupine (medijan=43,0% u kontrolnoj skupini, 43,7% u KSU
skupini). Sljedec¢a po udjelu bila su koljena Proteobacteria i Actinobacteria, pri ¢emu su ta 4
koljena sacinjavala 98,7% crijevne mikrobiote zdravih ispitanika, odnosno 97,6% crijevne
mikrobiote u bolesnika s KSU-om. Relativne zastupljenosti taksona na razini koljena, razreda,

porodice i roda prikazane su pomocu stupicastih dijagrama (Slike 6-9).

Na razini razreda, Clostridia je bila u ve¢em udjelu zastupljena u skupini zdravih kontrola
(medijan=45,0%), u odnosu na KSU skupinu (medijan=41,3%). Nadalje, porodice
Lachnospiraceae i Prevotellaceae bile su relativno manje zastupljene u bolesnika s KSU-om
(medijan=19,6%, 4,6%) u usporedbi sa zdravim ispitanicima (medijan=22,5%, 7,9%). Na
razini roda, relativna zastupljenost Bacteroides, Streptococcus, Agathobacter bila je veéa u
skupini bolesnika s KSU-om, dok su rodovi Prevotella, Roseburia, Faecalibacterium,
Ruminococcus, Lachnospira, Blautia, Coprococcus, Subdoligranulum, Eubacterium bili

relativno manje zastupljeni u KSU skupini u odnosu na zdrave kontrole.
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Slika 6. Relativna zastupljenost bakterijskih taksona na razini koljena
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Slika 7. Relativna zastupljenost bakterijskih taksona na razini razreda
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4.1.2 Analiza alfa i beta raznolikosti

Alfa raznolikost odnosi se na raznolikost unutar pojedinog uzorka. To je mjera broja razli¢itih

taksona prisutnih u jednom uzorku i njihove relativne zastupljenosti. Mjerenje alfa raznolikosti

pomaze u procjeni koliko raznolikosti postoji unutar jednog uzorka. Raznolikost mikrobioma

moze se koristiti kao pokazatelj stabilnosti ili neravnoteze u mikrobioloskim zajednicama. Za

mjerenje alfa raznolikosti koristili smo indekse: Chaol, Shannon i Evenness. Evenness indeks

pokazao je znacajno (p<0,05) smanjenu raznolikost u skupini bolesnika s KSU-om u odnosu

na kontrolnu skupinu, dok ostali indeksi nisu pokazali statisticki znacajne razlike (Slika 10).

Eveness

Shannon

Slika 10. Usporedba alfa raznolikosti u crijevnoj mikrobioti bolesnika s KSU-om i zdravih

0.75 1

0.50 |

6.0

5.0

4.0

.

Zdravi KSU
ispitanici bolesnici

.

Zdravi KSU
ispitanici bolesnici

ispitanika prema Eveness i Shannon indeksima

40



Diana Cesi¢, disertacija

Beta raznolikost odnosi se na raznolikost izmedu viSe uzoraka unutar neke grupe ili izmedu
grupa. Beta raznolikost mjeri koliko su razli¢ite mikrobioloSke zajednice izmedu razlicitih
uzoraka. Za vizualizaciju strukture mikrobnih zajednica bolesnika s KSU-om i zdravih
ispitanika koristi se analiza glavnih koordinata (engl. Principal coordinates analysis, PCoA).
PCoA grafikon pruza vizualni prikaz razli¢itosti medu uzorcima. Udaljenost izmedu tocaka
odrazava raznolikost mikrobioma. U mjerenju beta raznolikosti koristili smo dvije mjere
udaljenosti: 1) Jaccardova mjera udaljenosti (engl. Jaccard distance) koja usporeduje
prisutnost/odsutnost taksona izmedu uzoraka te 2) neotezani UniFrac (engl. unweighted
UniFrac) koja procjenjuje raznolikost mikrobioma na temelju evolucijskih raznolikosti unutar
filogenetskih stabala. Takvo mjerenje znaci da se ne gleda samo na prisutnost ili odsutnost

vrsta, ve¢ se takoder uzima u obzir evolucijska srodnost izmedu mikroorganizama.

Beta raznolikost, izmjerena Jaccardovom mjerom udaljenosti (Slika 11) i neotezanom UniFrac
mjerom (Slika 12) pokazala je znacajno grupiranje (p < 0,05) uzoraka iz KSU skupine u odnosu

na kontrolnu skupinu.

PCoA (Jaccard udaljenost)
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Slika 11. Beta raznolikost u crijevnoj mikrobioti prema PcoA analizi koristenjem Jaccardove

udaljenosti
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Slika 12. Beta raznolikost u crijevnoj mikrobioti prema PcoA analizi koriStenjem neoteZane

UniFrac udaljenosti

4.1.3 LEfSe analiza

LEfSe analiza je statisticka metoda koja se koristi u analizi mikrobioma kako bi se identificirali
mikrobni biomarkeri ili mikrobne zajednice koje su specificne za razlicite skupine uzoraka.
Ova metoda otkriva koji mikroorganizmi ili skupine mikroorganizama najvise doprinose
varijaciji izmedu razli€itih skupina uzoraka. Temelji se na linearnoj diskriminantnoj analizi
(LDA) koja identificira bakterije koje znacajno doprinose razlikama izmedu ispitivanih
skupina. Bakterije s LDA zbrojem ve¢im od 2.0 (p<0,05) smatraju se znacajno razli¢ito
zastupljenim izmedu ispitivanih skupina i ukazuju na znacajne razlike izmedu ispitivanih
skupina. Identificiranje znacajnih razlika u zastupljenosti bakterijskih taksona kljucan je korak
u analizi mikrobnih zajednica i identificiranju taksona koji najvise doprinose razlikama izmedu
skupina ispitivanih skupina. Ti taksoni mogu sluZiti kao potencijalni biomarkeri ili pruziti uvid

u slozenu interakciju 1 ulogu mikrobnih zajednica u razvoju odredenih bolesti.

Na razini porodice, LEfSe analiza pokazala je da su Barnesiellaceae, Butyricicoccaceae,
Carnobacteriaceae statisticki znacajno manje zastupljene u skupini bolesnika s KSU-om.

(Slike 131 14). Na razini roda, LEfSe analiza je identificirala statisticki znacajnu osiromasenost
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rodovima Lachnospira, Roseburia, Ruminococcus, Coprococcus, Eubacterium eligens

Butyricicoccus u skupini bolesnika (Slike 13 i 14).
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Slika 13. Statisticki znacajno zastupljene bakterije u skupini bolesnika s KSU-om i zdravih
ispitanika
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4.1.4 ROC analiza

ROC (engl. Receiver Operating Characteristic) analiza koristi se u analizi mikrobioma za
procjenu vrijednosti odredenih bakterija kao biomarkera za razlicite bolesti. Ova metoda moze
pomoc¢i u identificiranju bakterija Cije prisustvo ili odsustvo moze biti povezano s odredenim
bolestima. ROC krivulja je graf koji prikazuje odnos izmedu osjetljivosti i specifi¢nosti. AUC
vrijednost (engl. Area Under the Curve) je mjera koja kvantificira ukupnu uc¢inkovitost modela.
Sto je AUC blize 1, to znaci da je model uéinkovitiji u razlikovanju izmedu dviju skupina.
AUC manji od 0.5 znaci da nema diskriminacije izmedu ispitivanih skupina.

AUC vrijednosti za bakterijske rodove Lachnospiraceae NK4A136, Eubacterium eligens i
Roseburia iznosile su 0,728, 0,729 i 0,702 (p<0,05) $to sugerira da ove bakterije imaju
potencijalnu dijagnosti¢ku vrijednost za KSU-u (Slika 15).

g__Lachnospiraceae (grupa NK4A136) g__Eubacterium (grupa eligens)
FECES FECES
100 - 100 |-
80 |- 80 |-
2 5
2 40 2 40
20 20
AUC =10,728 AUC =0,729
P = 0,004 P =0,003
0 1 1 1 1 0 1 1 1 |
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100 - specificnost 100 - specificnost

g__Roseburia

FECES
100 |-
80 |-
o,
@ 40|
20 |
AUC = 0,702
P=0,012
0 1 1 1 1

0 20 40 60 80 100
100 - specificnost

Slika 15. ROC krivulja za odredivanje dijagnosticke vrijednosti crijevnih bakterija
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4.2 Analiza sastava salivarne mikrobiote

4.2.1 Taksonomska analiza

Najzastupljenije koljeno u salivarnoj mikrobioti kod obje ispitivane skupine bilo je koljeno
Firmicutes, s tim da je zastupljenost bila manja u skupini bolesnika s KSU-om
(medijan=35,3%), u odnosu na skupinu zdravih ispitanika (medijan=39,6%). Drugo po
zastupljenosti bilo je koljeno Bacteriodetes, s neSto veé¢im udjelom u KSU skupini
(medijan=32,7%) u odnosu na zdrave kontrole (medijan=31,7%). Koljena Proteobacteria i
Fusobacteria bila su zastupljenija u KSU skupini (medijan=13,6%, 7,6% u KSU skupini,
medijan=11,6%, 6,7% u kontrolnoj skupini), dok je koljeno Actinobacteriota imalo relativno
manji udio u KSU skupini (medijan=6,5%) u usporedbi sa zdravim kontrolama
(medijan=7,1%). Slike 16-18 prikazuju relativnu zastupljenost taksonomskih jedinica na razini

koljena, porodice i roda.

Bakterije iz reda Lactobacillales bile su relativno zastupljenije u KSU skupini
(medijan=21,4%) u odnosu na kontrolnu skupinu (medijan=17,3%). Na razini porodice,
Prevotellaceae i Streptococecae bile su brojnije u kontrolnoj skupini (medijan=24,5%, 19,5%
) u odnosu na skupinu bolesnika (medijan=21,7%, 14,4%). Porodice Pasteurellaceae,
Neisseriaceae, Fusobacteriaceae, Porphyromonadaceae, Bacteroidaceae bile su relativno
zastupljenije u skupini bolesnika s KSU-om (medijan=7,0%, 5,9%, 4,6%, 4,4%, 3,8% u
usporedbi sa zdravim ispitanicima (medijan=6,6%, 4,5%, 4,2%, 3,2%, 1,4%). Rodovi
Prevotella, Streptococcus, Veillonela bili su manje zastupljeni u KSU skupini, dok su
Hemophilus, Neisseria, Fusobacterium, Porphyromonas, Bacteroides bili brojniji u bolesnika
s KSU-om u odnosu na zdrave kontrole.
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Slika 16. Relativna zastupljenost bakterijskih taksona na razini koljena
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mf__Gemellaceae m f__Bacteroidaceae mf__Carnobacteriaceae

f__Ruminococcaceae mf__Flavobacteriaceae

Slika 17. Relativna zastupljenost bakterijskih taksona na razini porodice
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Relativna zastupljenost [%]
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Slika 18. Relativna zastupljenost bakterijskih taksona na razini roda
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4.2.2 Alfai beta raznolikost

Za analizu alfa raznolikosti kod salivarne mikrobiote koristeni su razli¢iti indeksi (Shannon,

Eveness, Chaol) koji su pokazali neSto manju brojnost 1 raznolikost mikrobiote u bolesnika s

KSU-om u odnosu na zdrave ispitanike, no rezultati nisu bili statisticki znacajni (Slika 19.).

Shannon

Eveness

7.0

6.0

5.0

4.0

0.8

0.7

0.6

Zdravi
ispitanici

KSU
bolesnici

ispitanici

KSU
bolesnici

Slika 19. Usporedba alfa raznolikosti u salivarnoj mikrobioti bolesnika s KSU-om i zdravih

ispitanika prema Eveness i Shannon indeksima

Beta raznolikost, mjerena Jaccardovom udaljenosti (Slika 20) i neotezanim UniFrac mjerenjem

(Slika 21), nije pokazala znacajne razlike u sastavima salivarne mikrobiote izmedu ispitivanih

skupina.
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PCoA (Jaccard udaljenost)

14S
‘ p=0.179
<
% [N Zdravi ispitanici .
0.20 | & W KSU bolesnici . e
- .‘IZS ° 248
- .347 s s1s 38 °
o ° 218
0.10 °
=) .IDS L J?S 43!153 e
— ) &
e 55 aad
~ 0.00 " o ifs &
O 338 ° L Jos
T 205 o
-0.10 . N oo
e ° °
42S
( ] 16S
8S
® .
-0.20 s el 25
¢
-0.20 0.00 0.20
PC15.91%

Slika 20. Beta raznolikost u salivarnoj mikrobioti prema PcoA analizi koriStenjem

Jaccardove udaljenosti
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Slika 21. Beta raznolikost u salivarnoj mikrobioti prema PcoA analizi koriStenjem neotezane

UniFrac udaljenosti

50



Diana Cesi¢, disertacija

4.2.3 LEfSe analiza

LEfSe analizom identificirali smo statisticki znacajne razlike u zastupljenosti salivarnih

bakterija izmedu ispitivanih skupina. U skupini bolesnika s KSU-om statisti¢ki su znacajno

brojnije bile bakterije iz porodice Flavobacteriaceae te rodova Capnocytophaga, Kingella i

Lautropia. Vrste Streptococcus sanguinis i Hemophilus pitmmaniae bile su statisti¢ki znac¢ajno

manje zastupljene u bolesnika s KSU-om u odnosu na zdrave ispitanike (Slike 22 i 23).
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Slika 22. Statisticki znac¢ajno zastupljene bakterije u bolesnika s KSU-om i zdravih ispitanika
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Slika 23. LEfSe analiza salivarne mikrobiote
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4.2.4 ROC analiza

Za bakterije koje su LEfSe analizom pokazale zna¢ajnu razliku u zastupljenosti izmedu skupine
bolesnika i zdravih kontrola, primijenili smo AUC analizu pomo¢u ROC krivulje radi uvida u
potencijalne dijagnostic¢ke vrijednosti tih bakterija. AUC vrijednosti za vrstu Capnocytophaga
leadbetteri, nekultiviranu vrstu roda Kingella te nekultiviranu vrstu roda Lautropia iznosile su
0,702, 0,688 i 0,681 (p<0,05) (Slika 24).

g__ Capnocytophaga;s__Capnocytophaga_leadbetteri g__Kingella;s__nekultivirana bakterija
SLINA SLINA
100 - 100 -
80 80 -
S eof 8 eof
3 3
s 40 g 40+
20 - 20
AUC =0,702 AUC =0,688
P =0,012 P=0,018
0 | | I 1 00 1 I I I
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100 - specifi¢nost 100 - specificnost

g__Lautropia;s__nekultivirana bakterija
SLINA

100
80
60

40

osjetljivost

20

AUC = 0,681

P =0,018
i 1 1 I I

0 20 40 60 80 100
100 - specificnost

Slika 24. ROC krivulja za odredivanje dijagnosticke vrijednosti salivarnih bakterija
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4.3 Analiza povezanosti sastava salivarne i crijevne mikrobiote u pojedinog ispitanika

Za detekciju zajednickih taksona u salivarnoj i crijevnoj mikrobioti koristili smo Vennov
dijagram i Source Tracker analizu. Vennov dijagram pokazuje da je broj zajednickih taksona
izmedu salivarne i crijevne mikrobiote veci u skupini bolesnika s KSU-om u odnosu na zdrave
ispitanike (Slika 25). Source Tracker analiza identificirala je bakterije iz mikrobiote sline u
crijevima kod 65% zdravih ispitanika te 77% bolesnika s KSU-om, $to je u skladu s rezultatima
Venn dijagrama (Slika 26). Rezultati Source Tracker analize dalje su pokazali da bakterije
podrijetlom iz sline zdravih ispitanika ¢ine 0,3% crijevne mikrobiote, dok je postotak salivarnih
bakterija u crijevnom mikrobiomu bolesnika s KSU-om 0,6%, $to nije statisticki znacajna

razlika.

Zdravi ispitanici KSU bolesnici

Mikrobiota stolice Mikrobiota sline Mikrobiota stolice Mikrobiota sline

219
[32%]

131
17%)]

Slika 25. Prikaz zajednickih taksona izmedu mikrobiote sline i stolice u zdravih ispitanika i

bolesnika s KSU-om Vennovim dijagramom

Zdravi ispitanici KSU bolesnici
m Salivarne bakterije (+) m Salivarne bakterije (+)
Salivarne bakterije (-) Salivarne bakterije (-)

Slika 26. Detekcija bakterija podrijetlom iz sline u stolici ispitanika (Source Tracker analiza)
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4.4 Korelacije mikrobioma i klini¢kih parametara

Nakon identifikacije bakterija koje pokazuju statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih

skupina, proucili smo njihovu povezanost s klini¢kim parametrima.

U skupini bolesnika s KSU-om, bakterije iz reda Clostridiae u crijevnoj mikrobioti negativno
su korelirale s CRP vrijednostima (p=0,004), sto znac¢i da padom zastupljenosti tih bakterija,
rastu CRP vrijednosti (Slika 27). S druge strane, korelacija izmedu tih bakterija i anti-TPO
vrijednosti bila je pozitivna (p=0,003) (Slika 28). Porodica Lachnospiraceae u crijevima
takoder je pokazala negativnu korelaciju sa CRP vrijednostima (p=0,004) (Slika 27). Isto tako,
zastupljenost Lachnospiraceae u crijevima pozitivno je korelirala s anti-TPO vrijednosti
(p=0.017) (Slika 28).

U salivarnoj mikrobioti bolesnika s KSU-om takoder su nadene korelacije bakterijskih taksona
s protutijelima $titnjace. Porodica Poprhyromonadaceae (p=0,002) te rod Prevotella (p=0,002)

pozitivno su korelirali s anti-TPO vrijednostima (Slika 28).

Nadalje, ispitivali smo povezanost statisti¢ki znacajnih bakterija s tezinom bolesti (mjerenom
UAS7 upitnikom), kvalitetom zivota bolesnika (mjerenom CU-QZ20L upitnikom) te ucestalosti

pojave urtika, angioedema i svrbeza.

Rod Ruminococcus torques (porodica Lachnospiraceae) negativno je korelirao s tezinom
bolesti (UAS7) (p=0,018), dok ostale statisti¢ki znacajne bakterije nisu pokazale povezanost s

tezinom bolesti (UAS7), kvalitetom zivota (CU-Q20L) i ucestalosti simptoma.
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Slika 27. Korelacije crijevnih bakterija sa CRP vrijednosti
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Slika 28. Korelacije salivarnih i crijevnih bakterija sa razinama anti-TPO protutijela
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UnatoC¢ brojnim istrazivanjima, do danas nisu razjasnjeni etiopatogenetski mehanizmi u
razvoju KSU-e. Posljednjih godina, veliki interes istrazivaca usmjeren je na interakciju ljudske
mikrobiote s imunosnim sustavom i ulogu u razvoju brojnih bolesti, ukljucujuéi i KSU-u.
Prema naSim saznanjima i prema dostupnoj literaturi, ovo je prvo istrazivanje koje je
analiziralo 1 usporedivalo sastave i salivarne i crijevne mikrobiote izmedu bolesnika s KSU-

om i zdravih ispitanika.

Za analizu sastava i raznolikosti salivarne i crijevne mikrobiote, iz uzoraka sline i fecesa
bolesnika s KSU-om i zdravih ispitanika, koristili smo metodu NGS, to jest sekvenciranje gena
za 16S rRNA koji je prisutan u stanicama svih bakterija. Istrazivanjem smo utvrdili znacajne

razlike u sastavu i raznolikosti salivarne i crijevne mikrobiote izmedu ispitivanih skupina.

KSU je vrlo Cesta 1 iscrpljujua dermatoloska bolest koja zbog dugog trajanja i gotovo
svakodnevne pojave simptoma uvelike utjece na kvalitetu zivota bolesnika. Uz pojavu urtika
i/ili angioedema, karakterizirana je i intenzivnim osjecajem svrbeza $to posljedi¢no dovodi do
poremecaja spavanja, loSije produktivnosti te povecane sklonosti za pojavu depresije i
anksioznosti (8). Zbog uglavnom neprepoznatog uzroka i Ceste rezistentnosti na terapiju,
predstavlja veliki terapijski izazov. Autoimuna KSU najées¢i je podtip KSU-e. Prema
istrazivanjima, vise od 50% KSU-a je autoimune etiologije (17). Znacajan napredak ostvaren
je u razlucivanju dvaju glavnih autoimunih mehanizama koji pokrecu patogenezu KSU-e.
Autoimuna KSU tipa |, tzv. autoalergijska KSU, posredovana je IgE protutijelima protiv
vlastitin antigena (tzv. autoalergena), primjerice, protiv tireoidne peroksidaze (TPO) i
interleukina 1L-24. Autoimuna KSU tipa Ilb karakterizirana je prisutnosc¢u IgG antitijela na
vlastiti IgE ili na visokospecifi¢ni receptor za IgE, FceRI (1,2). Oba podtipa imaju isti
mehanizam aktivacije mastocita, s posljedicnom vazodilatacijom, otpuStanjem medijatora,
podrazajem senzornih Ziv€anih vlakana i aktivacijom upalnih stanica. Tip I je ¢e$¢i podtip
autoimune KSU-e, dok bolesnici s autoimunim tipom IIb imaju tezi oblik bolesti, snizene
vrijednosti ukupnog IgE, poviSene vrijednosti anti-TPO antitijela i 1o8iji terapijski odgovor

(2,18).

Ljudska mikrobiota, ponajprije mikrobiota crijeva, igra vaznu ulogu u razvoju i ravnotezi
imunosnog sustava, ukljucujuci i prirodenu i steCenu imunost. Smanjena mikrobna raznolikost,
gubitak korisnih mikroorganizama ili prekomjeran rast stetnih mikroorganizama dovode do
neravnoteze mikrobiote, tzv. dishioze. Jedna od posljedica disbioze je i narusena ravnoteza

imunosnog sustava te poremecen imunosni odgovor (40). Dosadasnja istrazivanja pokazala su
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snizene vrijednosti Treg limfocita kod bolesnika s KSU-om (115,116). Treg limfociti su podtip
T limfocita koji imaju vaznu ulogu u odrzavanju ravnoteze izmedu proupalnih i protuupalnih
odgovora i sprjeCavanju nekontroliranog imunosnog odgovora. Imaju sposobnost inhibicije
aktivnosti T limfocita, B limfocita i dendritickih stanica te kontroliraju izlu¢ivanje proupalnih
citokina. Svojom supresivnom funkcijom sprjecavaju pretjeranu aktivaciju Th2 stanica te na
taj nacin pridonose ravnotezi imunosnog sustava (115,116). Istrazivanja crijevne mikrobiote
kod bolesnika s kroni¢nom urtikarijom dovela su u vezu snizenu zastupljenost pojedinih
bakterijskih vrsta sa smanjenim brojem Treg limfocita (108,111). Ta saznanja ukazuju da
promjene u sastavu mikrobiote, bilo smanjena raznolikost ili promjena u zastupljenosti
pojedinih vrsta, moze dovesti do neravnoteze Th1/Th2/Treg limfocita i rezultirati pojac¢anim

imunosnim odgovorom, upalom i razvojem KSU-e.

Imajuéi u vidu sloZenost 1 opseznost postupaka dobivanja podataka o sastavima i obiljezjima
mikrobioma, nase istrazivanje ukljuéilo je 22 bolesnika s KSU-om i 23 zdrava ispitanika, $to
je u skladu i s drugim inozemnim istrazivanjima. Ispitivane skupine nisu pokazale statisticki
znacajne razlike u dobi i spolu. Uz urtike, 32% bolesnika imalo je pridruzen i angioedem, $to
je u skladu s objavljenim studijama o prevalenciji angioedema kod bolesnika s KSU-om (6,
35). Polovica bolesnika s KSU-om imala je povisen anti-TPO, Kkoji je negativno korelirao sa
snizenim ukupnim IgE, $to govori u prilog autoimunom tipu Il KSU-e. Povisen anti-TPO i
snizeni ukupni IgE nisu pokazali povezanost s teZinom bolesti (mjerenom UAS7 upitnikom) 1
kvalitetom Zivota bolesnika (mjerenom CU-Q20L upitnikom). Kod vise od 2/3 ispitanika u
skupini bolesnika s KSU-om nadene su snizene serumske vrijednosti vitamina D. Veéina
istrazivanja u bolesnika s KSU-om zabiljezila je deficijenciju vitamina D. Prema meta-analizi
Tuchinda i suradnika, od 14 studija koje su mjerile vrijednost vitamina D iz seruma bolesnika
s KSU-om, znacajno snizena serumska vrijednost vitamina D zabiljezena je u njih 12 (124).
Medutim, autori sugeriraju da je potreban veci istrazivanja koji se bave ovom tematikom kako

bi se pokus$ao razjasniti mehanizam koji stoji iza povezanosti snizenog vitamina D i KSU-e.

5.1 Usporedba sastava i raznolikosti mikrobiote

Kako bismo procijenili razlike u brojnosti i raznolikosti salivarne i crijevne mikrobiote, koristili
smo razliCite indekse za alfa i1 beta raznolikost. Alfa raznolikost odnosi se na brojnost 1

raznolikost bakterijskih vrsta unutar pojedinog ispitanika. S druge strane, beta raznolikost
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odnosi se na raznolikost bakterijskih vrsta izmedu ispitanika to jest uzorci se grupiraju na

temelju slicnosti u sastavu mikrobiote.

Za usporedbu beta raznolikosti izmedu skupine bolesnika s KSU-om i skupine zdravih
ispitanika, koristili smo mjeru Jaccardova udaljenost i neotezanu UniFrac mjeru. Obje mjere
uzimaju u obzir prisutnost ili odsutnost odredenih bakterijskih taksona u mikrobnoj zajednici
te procjenjuju udaljenosti izmedu mikrobnih zajednica na temelju sli¢nosti. Sto je udaljenost
veca, to su razlike mikrobioma izmedu ispitivanih skupina vece. Analiza beta raznolikosti kod
crijevne mikrobiote pokazala je da se sastav mikrobiote znacajno razlikuje izmedu ispitivanih
skupina, §to je vidljivo u prikazu glavnih koordinata (PCoA). Takav rezultat u skladu je s
prethodno objavljenim istrazivanjima o povezanosti crijevne mikrobiote i KSU-e, koji su
takoder pokazali grupiranje bolesnika s KSU-om na temelju sli¢nosti u sastavu mikrobiote
(108,111,112). Mjerenjem alfa raznolikosti, Eveness indeks pokazao je znacajno smanjenu
raznolikost crijevnog mikrobioma u skupini bolesnika s KSU-om, u odnosu na zdrave
ispitanike, dok drugi indeksi nisu pokazali statisticki znacajne razlike. Pretpostavljamo da se
takvi rezultati za alfa raznolikost mogu pripisati odredenim faktorima koji mogu uzrokovati
promjene u raznolikosti bakterijskog sastava kao $to su: Siroki dobni raspon unutar ispitivanih
grupa, razlike u prehrambenim navikama i demografskim podacima. Smanjenu alfa raznolikost
u crijevima, to jest osiromasenje u raznolikosti i brojnosti bakterija prikazali su i Liu i Wang u
svojim istrazivanjima (108,111). Druga sli¢na istrazivanja nisu pokazala znacajne razlike u alfa

raznolikost izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih kontrola (110,112).

Analizom beta raznolikosti kod salivarne mikrobiote, nije bilo znacajnih razlika u sastavu
mikrobiote izmedu ispitivanih skupina. Nadalje, mjerenjem alfa raznolikosti, mikrobiota sline
u skupini bolesnika s KSU-om pokazala je manju raznolikost i brojnost taksona u odnosu na
zdrave ispitanike, no rezultati nisu bili statisticki zna€ajni. S obzirom da do sada nije bilo
istrazivanja o povezanosti salivarnog mikrobioma 1 KSU-e, nasSe rezultate usporedili smo s
rezultatima studija o povezanosti oralne mikrobiote s drugim autoimunim bolestima (RA, SLE,
SS). Pritom su rezultati o alfa i beta raznolikosti nekonzistentni. Pregledni ¢lanak Gao-a i
suradnika, koji je analizirao povezanost oralnog mikrobioma s RA-om, SLE-om i SS-om
prikazao je vrlo razli¢ite rezultate medu sli¢nim studijama izmedu skupina bolesnika i zdravih
kontrola u kontekstu alfa i beta raznolikosti, sugerirajuci da trenutno ne postoje o€iti obrasci u
promjenama obogacenosti i raznolikosti oralnog mikrobioma kod odredenih autoimunih
bolesti (125). Pri tome, 5 istrazivanja o RA-u nije pokazalo razlike u alfa raznolikosti izmedu

skupina, a 5 je pokazalo vecu raznolikost u skupini bolesnika (125). Od 4 istrazivanja oralnog
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mikrobioma kod SLE-a, jedno istraZivanje nije pokazalo razlike u alfa raznolikosti, 2 su
pokazala vecu alfa raznolikost kod bolesnika s SLE-om, dok je jedno istrazivanje pokazalo
smanjenu raznolikost kod bolesnika s SLE-om u odnosu na zdrave kontrole; razlike u beta
raznolikosti pokazala su 3 istrazivanja (125). Ispitivanjem oralnog mikrobioma kod SS-a, u 5
od ukupno 9 studija nisu identificirane razlike u alfa i beta raznolikosti izmedu ispitivanih
skupina, 3 su pokazale snizenu alfa raznolikost kod bolesnika, dok je jedno istrazivanje
prikazalo vecu alfa raznolikost kod bolesnika (125). Velikoj nekonzistentnosti vrlo vjerojatno
doprinose i razlicite vrste uzoraka medu istrazivanjima; neka istrazivanja kao uzorke uzimala
su slinu, pojedina su uzorkovala slinu nakon ispiranja usta oralnim teku¢inama, a nekoliko
studija analiziralo je mikrobiom na temelju brisa jezika ili bukalne sluznice. Takoder, razli¢iti
ukljuujuéi i iskljuCujuci kriteriji U istrazivanjima, mali broj ispitanika, demografske
karakteristike, stil zivota te prehrambene navike ispitanika moguci su uzrok tolikih varijacijau
rezultatima. Svakako, neophodna su daljnja istrazivanja salivarnog mikrobioma kod bolesnika
s KSU-om kako bi se dublje istrazile potencijalne promjene u raznolikosti i bogatstvu

bakterijskog sastava.

5.2 Razlike u zastupljenosti bakterija

1) Crijevna mikrobiota

U nasem istrazivanju, najzastupljenija koljena u crijevnoj mikrobioti i kod bolesnika s KSU-
om i kod zdravih ispitanika su Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria i Proteobacteria, §to
je u skladu sa sli¢nim studijama (108-112). Dva koljena, Firmicutes i Bacteriodetes, ¢ine vise
od 90% cjelokupne crijevne mikrobiote. Relativna zastupljenost Bacteroidetes i
Actinobacteriota nesto je veca u KSU skupini, dok je koljeno Firmicutes manje zastupljeno
kod bolesnika, §to su u svojim studijama prikazali i Wang (108) i Liu (111). Na razini reda,
Clostridia je relativno vise zastupljena u skupini zdravih ispitanika. Clostridiae su anaerobne
bakterije koje saCinjavaju 95% koljena Firmicutes (89) te time ¢ine znacajan udio ukupne
bakterijske populacije u crijevnoj mikrobioti. Osim nekoliko patogenih vrsta (Clostridium
perfrigens, Clostridium tetani, Clostridium difficile) sve ostale vrste Clostridiae imaju
komenzalni odnos s domac¢inom i imaju vrlo vaznu ulogu u odrzavanju funkcije i homeostaze
crijeva (126). Brojni rodovi iz porodice Lachnospiraceae kao $to su Lachnospira, Roseburia,
Ruminococcus, Coprococcus, rod Subdoligranulum iz porodice Ruminococcaceae kao i rod

Butyricicoccus iz porodice Butyricicocceae manje su zastupljeni kod bolesnika s KSU-om.
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Manji udjeli bakterija iz reda Clostridiae, ukljucuju¢i porodice Lachnospiraceae,
Ruminococcaceae i Butyricicocceae, imaju ozbiljne posljedice na ravnotezu crijevnog sustava.
Smanjenje udjela ovih bakterija dovodi do disbioze, to jest naruSene crijevne homeostaze.
Posljedica disbioze je narusena funkcionalnost i obrambena sposobnost crijeva te gubitak
ravnoteze imunosnog sustava (40). Naime, bakterijski rodovi i vrste iz porodica
Lachnospiraceae, Ruminococcaceae i Lactobacillaceae glavni su proizvoda¢i SCFA. SCFA
su karboksilne kiseline koje u svojoj strukturi sadrze manje od 6 atoma ugljika. Nastaju
anaerobnom bakterijskom fermentacijom u crijevima. Najzastupljenije SCFA su acetat,
propionat i butirat. SCFA se mogu unijeti u organizam putem hrane ili stvarati u lumenu crijeva
fermentacijom neprobavljivih ugljikohidrata. Hrana koja obiluje SCFA ¢&esto ukljucuje
proizvode ¢iji je proces proizvodnje vezan uz fermentaciju, poput sira, jogurta, ukiseljenog
povr¢a i sliéno. Medutim, najvece koli¢ine SCFA proizvode komenzalne bakterije u crijevima,
fermentacijom neprobavljivih ugljikohidrata, tzv. vlakana, koja dospiju u debelo crijevo bez
da se hidroliziraju i apsorbiraju u tankom crijevu. Gotovo 90% neresorbiranih ugljikohidrata
koji dospiju u debelo crijevo preraduje se bakterijskom fermentacijom u SCFA (97).
Najznacajniji izvori SCFA su rezistentni $krob, topiva vlakna, fruktooligosaharidi te
galaktooligosaharidi, a nazivaju se jos§ i prebiotici. SCFA spadaju medu najvaznije metabolite
crijevnih bakterija; najvazniji su izvor energije za stanice debelog crijeva (kolonocite),
posjeduju antioksidativna i1 protuupalna svojstva 1 imaju vrlo vaznu ulogu u odrZavanju
ravnoteze probavnog i imunosnog sustava (97). Pritom, najveci izvor energije za stanice
predstavlja butirat. Nakon fermentacije, crijevni lumen sadrzi milimolarne koncentracije SCFA
koje se transportiraju u epitelne stanice putem aktivnih i pasivnih transportnih mehanizama.

SCFA se zatim prenose do udaljenih organa i tkiva putem periferne cirkulacije (127).

Dva su mehanizma kojim SCFA djeluju na funkciju stanica: aktivacijom G-proteinskih
transmembranskih receptora (engl. G-protein-coupled receptors, GPCR) i inhibicijom enzima
histonskih deacetilaza (engl. histone deacetylases, HDAC). Receptori GPCR su klasi¢ni
transmembranski receptori izraZeni na razli¢itim stanicama. SCFA se veZu za nekoliko tipova
GPCR-a, poput GPR41, GPR43 i GPRI09A koji su izrazeni na razli¢itim stanicama,
ukljucujuéi kolonocite, adipocite, neutrofile, leukocite mastocite i dr. (99). Vezanjem SCFA
na GPCR receptore, aktiviraju se signalni putevi koji igraju klju¢nu ulogu u regulaciji razlicitih
stani¢nih odgovora, imunosnih funkcija i upalnih procesa; stoga imaju vaznu ulogu u regulaciji
upalnog odgovora domacina (97,99). S druge strane, inhibicija HDAC od strane SCFA,

posebice butirata, ima drugaciji mehanizam djelovanja. HDAC je enzim odgovoran za
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uklanjanje acetilnih skupina s histonskih proteina, Sto moze utjecati na dostupnost gena za
transkripciju (101). Inhibicija HDAC-a omogucuje povecanu acetilaciju histona, §to moze
olaksati ili inhibirati transkripciju odredenih gena. U kontekstu imunosnog sustava, inhibicija
HDAC-a moze utjecati na diferencijaciju Treg limfocita te modulaciju funkcija drugih
imunosnih stanica, poput dendriti¢kih stanica i makrofaga (99,101). Dakle, vezanje za GPCR
receptore i inhibicija HDAC-a dva su razli¢ita mehanizma kojima SCFA (metaboliti crijevnih
bakterija) reguliraju imunosne odgovore, pritom djelujué¢i na funkcije ve¢ine imunosnih
stanica, mijenjaju¢i njihovu gensku ekspresiju te poticu¢i diferencijaciju, kemotaksiju,

proliferaciju i apoptozu (97).

Prirodena imunost ukljucuje prepoznavanje mikroba putem receptora za prepoznavanje
uzoraka (engl. pattern recognition receptors, PRR) kao $to su Toll-like receptori (TLR).
Vezanjem liganda na TLR-e, SCFA poti¢u luc¢enje proupalnih citokina (IL-6, IL-18, TNF a),
migraciju neutrofila te fagocitozu (97,99). SCFA utjecu na dendriticke stanice i njihovu
interakciju s T limfocitima. Istrazivanja pokazuju da dendriticke stanice izlozene butiratu i
propionatu utjeu na pojacanu diferencijaciju naivnih T lifmocita u Treg limfocite te smanjuju
efektorske funkcije Th2 limfocita (99-101). Klju¢na uloga SCFA u steenoj imunosti je
pojacano stvaranje Treg limfocita koji imaju klju¢no protuupalno djelovanje. Smanjen broj
Treg limfocita uocen je kod bolesnika s KSU-om (117,128). GPCR receptori su takoder
izraZeni na mastocitima, klju¢nim stanicama u razvoju urtikarije. SCFA se mogu vezati za
GPCR receptore na mastocitima i na taj nacin inhibirati aktivaciju mastocita i upalnog
odgovora (106,129). Osim toga, istrazivanja su pokazala da osim GPR41 i GPR43 receptora, i

inhibicija HDAC-e moze suprimirati aktivaciju i degranulaciju mastocita (130).

Studije pokazuju da su rodovi Ruminococcus, Roseburia, Eubacterium, Lachnospira,
Faecalibacterium glavni proizvodaci butirata (98). U ovom istrazivanju, LEfSe analizom
identificirali smo statisticki zna¢ajno manju zastupljenost rodova Ruminococcus, Roseburia i
Eubacterium u ispitanika s KSU-om. Protuupalni ucinci butirata pripisuju se njihovoj
sposobnosti inhibicije aktivnosti enzima HDAC-a, §to dovodi do smanjenja proizvodnje
proupalnih citokina poput TNF-a, IL-6 i IL-12, uz povecanje proizvodnje protuupalnih citokina
poput IL-10 (98-101). Stovise, utvrdeno je da butirat inhibiranjem enzima HDAC-a potice
ekspresiju gena FOXP3 u naivnim CD4+ T limfocitima, koji je kljucan za aktivaciju i funkciju
Treg limfocita (101).
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Vazan faktor prirodene imunosti je 1 oCuvan integritet crijevnog epitela. SCFA reguliraju
integritet crijevne barijere lu¢enjem antimikrobnih peptida, mucina, IL-18 te odrzavanjem
¢vrstih veza izmedu epitelnih stanica (101). VaZzan utjecaj na integritet crijevne sluznice imaju
bakterije iz roda Butyricoccus. U nasem istrazivanju, Butyricoccus je znacajno snizen u skupini
bolesnika s KSU-om. Sli¢no tome, Eeckhaut i suradnici prikazali su zna¢ajno smanjenu
zastupljenost Butyricoccus bakterija i pojaanu propusnost crijeva U bolesnika s upalnim
bolestima crijeva (131). Chang i suradnici pokazali su eksperimentom na misevima da
Butyricoccus, aktivirajuc¢i transmembranske receptore i transportere za SCFA, poboljsava
klinicki ishod kolorektalnog karcinoma. Takoder, ukazuju na potencijal probiotika

Butyricoccus pullicaecorum u lije¢enju kolorektalnog karcinoma (132).

Nadalje, prema nasem istrazivanju, relativna zastupljenost roda Prevotella sniZzena je i u
salivarnoj i u crijevnoj mikrobioti bolesnika s KSU-om, u usporedbi s kontrolnom skupinom.
Prevotella je gram-negativna anaerobna bakterija koja pripada koljenu Bacteriodetes i vazna
je sastavnica salivarne mikrobiote, a ima sposobnost Sirenja duz gastrointestinalnog trakta.
Istrazivanja su pokazala da se vrste salivarnih Prevotella bakterija mogu izolirati u
mikrobiomu stolice, §to sugerira da postoji izravan put prijenosa izmedu oralne i crijevne
mikrobiote (133). Unato¢ velikoj zastupljenosti roda Prevotella, do danas je objavljeno vrlo
malo istrazivanja o ulozi Prevotella u ljudskom organizmu. Ove bakterije pokazuju pozitivnu
povezanost s prehranom bogatom biljnim vlaknima i ugljikohidratima, dok su manje
zastupljene u pojedinaca Cija je prehrana bogata mastima i aminokiselinama. To se posebno
oCituje u populaciji koja se pretezno pridrzava tzv. ,,zapadnog tipa prehrane“ (visoki udjeli
rafiniranih SeCera, masti i zivotinjskih bjelancevina) 1 Cija mikrobiota je osiromaSena
bakterijama iz roda Prevotella (133). Rod Prevotella u crijevima, posebno vrsta Prevotella
copri, povezana je s prehranom u kojoj dominira ve¢i unos ugljikohidrata, rezistentnog skroba
i vlakana (133,134). Studije su pokazale da osobe s crijevnim mikrobiomom bogatim
Prevotellom imaju koristi u gubitku tjelesne mase te smanjenju razine Kkolesterola (134).
Vaznost Prevotellae u probavnom sustavu sugerira i ¢injenica da te bakterije takoder mogu
proizvoditi SCFA (poput propionata) iz biljnih polisaharida, §to pridonosi optimalnoj probavi
i crijevnoj homeostazi. Medutim, postoje i kontradiktorne studije. Iako do danas nisu
identificirane patogene vrste Prevotellae, pojedine vrste su identificirane u bakterijskim
vaginozama, odredenim metaboliCkim bolestima, autoimunim bolestima kao 1 kod zubnog
plaka, no direktna povezanost nije dokazana (133,134). Stoga, potrebna su daljnja istrazivanja

ovih bakterija kako bi se rasvijetlila njihova uloga u zdravlju i bolesti.
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2) Salivarna mikrobiota

Prema nasem istraZivanju, dva najzastupljenija koljena u salivarnoj mikrobioti u obje ispitivane
skupine su Firmicutes 1 Bacteroidetes, nakon Cega slijede Proteobacteria, Fusobacteriota i
Actinobacteriota. U slini bolesnika s KSU-om veca je relativna zastupljenost koljena
Proteobacteria 1 njegovih patogenih rodova u odnosu na zdrave ispitanike. Takav nalaz u
skladu je s rezultatima naSeg ranijeg istrazivanja o povezanosti mikrobiote sline s KSU-om,
gdje smo mikrobiotu analizirali drugacijom molekularnom metodom - TRLFP analizom (118).
Istrazivanja pokazuju vece udjele Proteobacteria kod bolesnika s astmom i alergijskim
bolestima te sugeriraju da Proteobacteriae pojacavaju ekspresiju gena za Th17 limfocite i na
taj nacin doprinose upalnoj kaskadi u razvoju alergijskih bolesti (20, 135). Povec¢an broj IL-17
1 Th17 limfocita koji otpustaju te citokine, nadene su u bolesnika s KSU-om (20), Sto ukazuje

na dosad neprepoznatu, a potencijalno znac¢ajnu ulogu Th17 limfocita u razvoju KSU-e.

Na razini porodice, Flavobacteriaceae su znacajno zastupljenije u KSU skupini. Dosadasnja
istrazivanja pokazala su veci udio ove porodice u slini bolesnika s karcinomom usne Supljine
(136). Jedan od rodova ove porodice, Capnocytophaga, takoder je statisticki znacajno
zastupljeniji u skupini bolesnika s KSU-om. Vrsta Capnocytophaga leadbetteri pokazala se
analizom ROC krivulje kao potencijalni biomarker u dijagnostici KSU-e. Veéi udio
Capnocytophaga u oralnom mikrobiomu povezuje se s dijabetesom, no te veza nije dovoljno
razjasnjena te je moguce da i drugi fakori poput spola i tjelesne mase imaju utjecaj na vecu
brojnost tih bakterija kod ove metabolicke bolesti (137). Nadalje, Kelsen i suradnici prikazali
su vecu zastupljenost Capnocytophaga u oralnoj mikrobioti bolesnika oboljelih od Chronove
bolesti (138), a veca zastupljenost identificirana je i kod imunokompromitiranih bolesnika
(137). Capnocytophaga leadbetteri je relativno slabo istraZzena bakterijska vrsta, o ¢ijoj
patogenosti se do sada malo zna. Izolirana je u ve¢em udjelu u usnoj Supljini kod oralnih
karcinoma, a zabiljezen je slucaj sistemske infekcije uzrokovane ovom vrstom u

imunokompromitiranih bolesnika (136,139).

Nadalje, red Bulkholderia (koljeno Proteobacteria), kao i rod Kingella koji pripada tom redu,
znacajno su zastupljeniji u skupini bolesnika s KSU-om. Rod Kingella obuhvaca nekoliko vrsta
od kojih je Kingella denitrificans povezana s bakterijemijom, endokarditisom,
korioamnionitisom i granulomatoznim bolestima u imunokompromitiranih bolesnika (140);
Kingella oralis je komenzalna bakterija u usnoj Supljini, a povezana je sa zubnim plakom i

parodontitisom, dok je Kingella kingae ¢est uzro¢nik bakterijemije u djece te vodeci uzro¢nik
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osteomijelitisa i septickog artritisa kod djece u dobi od 6 do 36 mjeseci (140). lako prema nasoj
analizi ovaj rod pokazuje potencijalnu dijagnosticku vaznost u bolesnika s KSU-om, uloga

Kingella u etiopatogenezi KSU-e tek se treba istraziti.

Na razini roda, Streptococcus je relativno snizen u bolesnika s KSU-om; Streptococcus mutans
je, sukladno dosada$njim istrazivanjima o sastavu salivarne mikrobiote kod autoimunih bolesti,
relativno zastupljeniji u skupini bolesnika s KSU-om (48,49,125), dok su Streptococcus
salivarius i Streptococcus sanguinis (poznati kao komenzalne bakterije usne Supljine) relativno
manje zastupljeni kod bolesnika s KSU-om, a statisti¢ki zna¢ajno snizen udio Streptococcus
sanguinis u slini bolesnika pokazala je i LEfSe analiza. Streptococcus salivarius ima vaznu
ulogu u obrani od infekcija u usnoj Supljini. Njegova sposobnost vezanja za epitelne stanice
doprinosi stvaranju barijere koja sprjeCava ulazak patogena. Streptococcus salivarius moze
proizvoditi antimikrobne tvari, ukljuéujuci bakteriocine, koji mogu inhibirati rast drugih
bakterija. Ovaj mehanizam pomaze u zastiti usne Supljine od potencijalnih patogena (141).
Streptococcus sanguinis jedan je od prvih mikroorganizama koji se veze za povrSine zuba i
sudjeluje u formiranju zubnog plaka. Ukupno gledano, Streptococcus sanguinis ima sloZenu
ulogu u usnoj mikrobioti. lako neki sojevi mogu sudjelovati u procesima koji dovode do
karijesa, vecina je korisna i doprinosi odrZzavanju ravnoteze mikrobioma te $titi od potencijalnih
infekcija (141). Streptococcus sanguinis moze djelovati kao antagonist prema patogenim
bakterijama. Njegova prisutnost moZe ograniciti rast 1 razmnozavanje drugih bakterijskih vrsta
koje uzrokuju oralne infekcije. Streptococcus sanguinis ima sposobnost vezanja za epitelne
stanice u usnoj Supljini, $to moze pomoci u stvaranju barijere protiv patogena (141). Ova

svojstva doprinose prirodnoj obrani od infekcija u usnoj Supljini.

Lautropia je bakterijski rod iz koljena Proteobacteria koji je znacajno zastupljen u KSU
skupini, s potencijalnom vrijedno$¢u biomarkera u kontekstu promjena u salivarnoj mikrobioti
ovih bolesnika. Istrazivanja pokazuju potencijalnu povezanost kolonizacije roda Lautropia s
narusenim imunosnim sustavom, a znacajno veca zastupljenost ovog roda identificirana je u

bolesnika s oralnim lichen planusom (142).

Prema naSim rezultatima, u salivarnoj mikrobioti bolesnika s KSU-om identificirane su
relativno vece zastupljenosti bakterijskih rodova Porphyromonas, Fusobacterium,
Megasphera, Neisseria. U kontekstu bolesti usne Supljine i sistemskih bolesti, jedna od
najznacajnijih vrsta roda Porphyromonas je Porphyromonas gingivalis. Ta gram-negativna

anaerobna bakterija, osim §to je kljucni je patogen u razvoju parodontitisa, ima mogucnost

66



Diana Cesi¢, disertacija

probijanja mukozne barijere 1 ulaska u sistemski krvotok. Uz vrlo snaznu povezanost sa RA-
om (47,48,76), povezuje se 1 s upalnim bolestima crijeva (73). Veca zastupljenost
Porphyromonasa nadena je i kod bolesnika s dijabetesom, aterosklerotskim bolestima, oralnim
karcinomima, karcinomima gusterace i Alzheimerovom bolesti (74). Istrazivanja pokazuju da
Porphyromonas gingivalis posjeduje veliki broj virulentnih faktora kojima utjeCe na
diferencijaciju CD4+ T limfocita u Th1, Th2 i Th17 limfocite te otpusStanje proupalnih citokina
(73).

Fusobacterium nucleatum, gram-negativna anaerobna bakterija, jedna je od zastupljenijih vrsta
u usnoj Supljini. U posljednjih nekoliko godina veliki broj istrazivanja sugerira da je
Fusobacterium nucleatum blisko povezan s razvojem razliitih sistemskih bolesti, poput
kardiovaskularnih bolesti, nepovoljnih ishoda tijekom trudnoce, upalnih bolesti crijeva,
karcinoma, Alzheimerove bolesti, respiratornih infekcija, reumatoidnog artritisa itd. (143).
Virulentni mehanizam ove bakterije ukljucuje kolonizaciju, invaziju te indukciju upale i
tumorigeneze. Fusobacterium nucleatum posjeduje adhezine (FadA) koji, vezanjem za
vaskularni endotelijalni kaderin (VE-kaderin), omogucuju prodiranje Fusobacterium
nucleatum kroz endotelne stanice, Sto sugerira da bi hematogena transmisija mogla biti jedan
od puteva koje bakterije koriste za Sirenje iz usne Supljine do udaljenih organa, pri cemu je
prijelaz endotelne barijere klju€an korak u tom procesu (143,144). Takoder, vrlo Cesto se
opisuje sinergisticko djelovanje Fusobacterium nucleatum 1 Porphyromonas gingivalis koje se

povezuje sa bolestima usne Supljine, ali i1 sa sistemskim bolestima (58).

5.3 Povezanost salivarne i crijevne mikrobiote

Ispitivanjem povezanosti salivarne i crijevne mikrobiote pokazali smo da je broj zajednickih
taksona izmedu salivarne i crijevne mikrobiote veci u skupini bolesnika s KSU-om u odnosu
na zdrave ispitanike. Takav rezultat sugerira da su sastavi te dvije mikrobiote sli¢nije kod
bolesnika. To bi moglo znaciti da kod bolesnih stanja viSe salivarnih bakterija razli¢itim
mehanizmima kolonzira crijeva. Source Tracker analiza pokazala je da su bakterije koje
potjecu iz sline prisutne u crijevima veceg broja bolesnika s KSU-om nego u zdravih ispitanika.
Takav rezultat u skladu je sa rezultatima prikazanim Venn dijagramom. No, daljnjom analizom
pokazano je da te bakterije neznatno utjecu na cjelokupni bakterijski sastav u crijevima, $to
moze biti 1 posljedica nasih ukljucujucéih i iskljucujuéih kriterija; naime, u studiju su ukljuceni

ispitanici bez parodontnih bolesti, oralnih infekcija i drugih upalnih procesa, a vrlo ¢esto
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upravo u takvim stanjima patogene bakterije aktiviraju mehanizme koji im omogucuju prolazak
kroz sluznicku barijeru i ulazak u krvotok. Takoder, moguce je da se putem sline transportiraju
duz probavnog trakta u tanko i debelo crijevo, gdje mogu utjecati na sastav crijevnog
mikrobioma. Source Tracker analiza relativno je nova metoda koja analizira povezanost
izmedu dva mikrobioma, no ne uzima u obzir varijabilnost mikrobnih sastava i zna¢ajno ovisi
0 metodi sekvenciranja. Stoga, odredivanje sastava mikrobiote shotgun sekvenciranjem
(sekvenciranjem cijelog genoma), kao i koristenje preciznijih metoda za ispitivanje korelacije,

pruzit ¢e bolji i kvalitetniji uvid u povezanost bakterijskih sastava izmedu dvije niSe.

5.4 Korelacija bakterija sa teZinom bolesti i klinickim parametrima

KSU je dugotrajna iscrpljujuca bolest koja znacajno ograni¢ava bolesnike u svakodnevnim
aktivnostima, smanjuje produktivnost na poslu ili u koli te u velikoj mjeri narusava kvalitetu
sna. U nasem istrazivanju ispitali smo korelaciju statisticki znacajnih bakterija u skupini
bolesnika s KSU-om s tezinom bolesti (mjerenom UAS7 upitnikom) i kvalitetom zivota tih
bolesnika (mjerenom CU-Q2oL upitnikom). Tako, rod Ruminococcus torques negativno
korelira s tezinom bolesti, to jest bolesnici s manjim udjelom Ruminococcus torques u
crijevima imaju ve¢i UAS7 zbroj, $to znaci vecu aktivnosti i tezi oblik bolesti. S obzirom da
se radi o bakteriji iz porodice Lachnospiraceae, koja je jedna od glavnih proizvodac¢a SCFA,
za ocekivati je da ¢e manja zastupljenost ove bakterije dovesti do smanjene produkcije SCFA
te posljedicno manjeg broja Treg limfocita, Sto pridonosi razvoju upale te pojavi urtika,
angioedema i svrbeza (99,100,117,128).

Nadalje, uz pomo¢ Maaslin analize proucavali smo povezanost bakterija s klinickim
parametrima relevantnim za KSU-u. Bakterije iz razreda Clostridiae 1 porodice
Lachnocpiraceae u crijevnoj mikrobioti negativno koreliraju sa CRP vrijednostima, odnosno
bolesnici sa snizenim udjelom ovih bakterija imaju poviSen upalni parametar. Clostridiae ¢ine
znacajan udio bakterijske populacije u crijevnoj mikrobioti, imaju komenzalni odnos s
domacinom i vrlo vaznu ulogu u odrzavanju homeostaze crijeva. S obzirom na protuupalne
uloge Lachnospiraceae i Clostridiae, ovi rezultati potvrduju vaznost interakcije crijevnih

bakterija sa imunosnim sustavom.

Porodica Porphyromonadaceae relativno je zastupljenija u bolesnika s KSU-om i pozitivno
korelira sa anti-TPO vrijednostima, koje su povisene u polovice bolesnika s KSU-om. S

obzirom da je u salivarnoj mikrobioti bolesnika relativno zastupljeniji i rod Porphyromonas

68



Diana Cesi¢, disertacija

gingivalis, ¢ija je interakcija s imunosnim sustavom prepoznata u brojnim oralnim i sistemskim

bolestima, ulogu ove bakterije u etiopatogenezi KSU-e bilo bi vrijedno istraziti.

5.5 Ogranicenja i prednosti istraZivanja

Kao ograni¢enje naSeg istrazivanja istiCe se nedostatak anamnestickih podataka o
prehrambenim navikama ispitanika, o nacinu kako su rodeni (vaginalno ili carskim rezom),
jesu li dojeni te jesu li u djetinjstvu imali alergijske bolesti. Naime, to su faktori koji mogu
utjecati na modulaciju i crijevne i salivarne mikrobiote. Takoder, medu ispitanicima je veca
dobna razlika, $to bi moglo utjecati na rezultate raznolikosti mikrobiote, s obzirom da se sastav
mikrobiote mijenja s godinama. Nadalje, uz uzorak sline, kod ispitanika bi se mogli uzeti i
uzorci brisa usne Supljine (jezik, bukalna sluznica) kako bi se dobio precizniji bakterijski
sastav. Pritom, vazno je napomenuti da su visoki financijski troskovi i slozenost provedbe ovog

istrazivanja ogranicili broj sudionika.

Prema nasim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje koje je ispitivalo sastav i salivarne i crijevne
mikrobiote u bolesnika s KSU-om. Pritom je koristena sofisticirana metoda sekvenciranja (
NGS). Nasi rezultati ukazuju da bolesnici s KSU-om imaju izmijenjen sastav i salivarne i
crijevne mikrobiote. Bolesnici s KSU-om imaju vec¢i udio salivarnih bakterija u crijevima, u
odnosu na zdrave ispitanike, Sto znaci da u bolesnika veci broj bakterija iz sline kolonizira
crijeva i potencijalno doprinosi aktivaciji imunosnog sustava. Takoder, identificirali smo
bakterije koje bi mogle imati ulogu biomarkera u dijagnostici i pra¢enju bolesnika s KSU-om,
a prikazali smo i korelacije zna€ajnih bakterija u slini 1 crijevima s upalnim parametrom (CRP)
i anti-TPO antitijelima sugeriraju¢i povezanost disbioze mikrobioma s autoimunom

etiologijom KSU-e.

Rezultati naSeg istrazivanja mogli bi doprinijeti naporima usmjerenim prema rasvjetljavanju

uloge mikrobiote u regulaciji imunosnog sustava i etiopatogenezi KSU-e.

Daljnji integrirani pristup istrazivanju iz ovog podrucja, analizom mikrobioma u kombinaciji s
metabolomom kod bolesnika s KSU-om, pruzit ¢e bolji uvid u ulogu disbioze u razvoju KSU-
e, a potencijalno i otvoriti moguénost individiualnog terapijskog pristupa usmjerenog na
modulaciju mikrobiote, s ciljem ublaZavanja simptoma i poboljSanja kvalitete Zivota ovih

bolesnika.
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6. ZAKLJUCAK
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Vecina slucajeva KSU-e posredovana je imunosnim mehanizmima koji dovode do

degranulacije mastocita, klju¢nih stanica u etiopatogenezi ove bolesti. Ljudska mikrobiota ima

vaznu ulogu u modulaciji i ravnotezi Imunosnog sustava.

1) Rezultati naseg istrazivanja pokazali su znacajne razlike u sastavu crijevne mikrobiote

izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih ispitanika.

Kod bolesnika s KSU-om smanjena je alfa raznolikost, $to ukazuje na manju
raznolikost bakterijskih vrsta unutar crijevne mikrobiote bolesnika u usporedbi sa
zdravim ispitanicima.

Analiza beta raznolikost pokazala je da su sastavi crijevne mikrobiote u bolesnika s
KSU-om sli¢ni i da se razlikuju od sastava crijevne mikrobiote u zdravih ispitanika, $to
ukazuje na drugaciji bakterijski sastav u crijevima bolesnika s KSU-om u odnosu na
zdrave ispitanike.

Identificirali smo znacajan pad zastupljenosti bakterija koje proizvode SCFA, vaznih
¢imbenika u odrzavanju ravnoteze imunosnog sustava.

Rodovi Eubacterium eligens, Roseburia i Lachnospiraceae NK4A136 su potencijalni

dijagnosticki i prognosticki biomarkeri za KSU-u.

2) Sastav salivarne mikrobiote razlikuje se izmedu bolesnika s KSU-om i zdravih

ispitanika.

Razlike u salivarnoj mikrobioti izmedu skupine bolesnika s KSU-om i zdravih
ispitanika ocCituju se statisticki znaCajnim razlikama u zastupljenosti pojedinih
bakterijskih vrsta, rodova, porodica i reda.

lako je bakterijski sastav sline u skupini bolesnika manje raznolik u odnosu na zdrave
ispitanike, razlike nisu statisticki znacajne.

Na temelju analize beta raznolikosti, bolesnici s KSU-om i zdravi ispitanici nisu
pokazali tendenciju grupiranja prema specifiénim sli€nostima u sastavu salivarne
mikrobiote.

Salivarne bakterije Capnocytophaga leadbetteri, Lautropia i Kingella imaju
potencijalnu dijagnosticku vrijednost za KSU-u, no njihovu ulogu u ovoj bolesti tek

treba istraziti.
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3) Ispitivanjem povezanosti salivarne i crijevne mikrobiote, uoc¢en je veci broj bakterija
podrijetlom iz sline kod bolesnika s KSU-om u odnosu na zdrave ispitanike, $to moze
znaciti da kod bolesnika s KSU-om veci broj bakterija djeluje na aktivaciju imunosnog

sustava u crijevima.

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ukazuju na povezanost disbioze mikrobiote s
postojanjem KSU-e. U lijecenju bolesnika s KSU-om nuZan je multidisciplinarni pristup, a
istrazivanja usmjerena na analizu sastava i modulaciju mikrobioma potencijalno ¢e doprinijeti

razvoju dodatnih dijagnostickih i terapijskih opcija u lije¢enju ovih bolesnika.
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8. ZIVOTOPIS S POPISOM OBJAVLJENIH RADOVA
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PRILOZI
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Prilog 1.

Upitnik za mjerenje aktivnosti i teZine urtikarije (UAS7)

Urticaria Activity Score (UAS7)

DATUM: DNEVNI BROJ URTIKA + DNEVNIINTENZITET SVRBEZA = UAS
o 1 2 3 + o 1 2 3
o 1 2 3 + o 1 2 3
o 1 2 3 + o 1 2 3
o 1 2 3 + o 1 2 3
o 1 2 3 + o 1 2 3
o 1 2 3 + o 1 2 3
o 1 2 3 + o 1 2 3

0=bez pojave urtika / bez svrbeza
1=mali broj urtika (<20 u 24 sata) / blagi svrbez
2=umjeren broj urtika (20 -50 u 24 sata) / umjeren svrbez

3=veliki broj urtika (>50 u 24 sata) / intenzivan svrbeZ, utjee na dnevne aktivnosti
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Prilog 2.

Upitnik o kvaliteti Zivota bolesnika sa kroni¢nom urtikarijom ( CU-Q20oL upitnik)
Molim Vas da ispunite ovaj upitnik. Vasi odgovori ¢e pomoc¢i Vasem lijecniku dermatologu
da uvidi koliko Vasa bolest utje¢e na Vasu kvalitetu zivota. Molim Vas da zaokruZzite odgovor

koji najbolje opisuje svaku od sljedecih stvari. Svaka tvrdnja u upitniku je bodovana od 1 do
5, gdje 1 oznaéuje UOPCE NE, dok 5 oznaéuje VRLO MNOGO.

U sljedecim pitanjima odgovorite u kojoj mjeri su Vam smetali sljedeci simptomi. Ukoliko vas
nisu uopce smetali, zaokruzite 1, a ukoliko su vas smetali vrio cesto zaokruZite 5.

1. Svrbez

12345
2. Urtike

12345
3. Oticanje o¢iju

12345
4. Oticanje usana

12345

U sljedecim pitanjima odgovorite u kojoj mjeri Vas urtikarija remeti u pojedinim Zivotnim
aspektima:

5. Urtikarija remeti moj posao

12345
6. Urtikarija remeti moju fizicku aktivnost

12345
7. Urtikarija remeti moj san

12345
8. Urtikarija remeti moje slobodno vrijeme

12345
9. Urtikarija remeti moje drustvene odnose

12345
10. Urtikarija remeti moju prehranu

12345
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U sljedecim pitanjima odgovorite u kojoj mjeri su simpotmi urtikarije povezani sa odredenim

poteskocama i ogranicenjima:

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Imate li problema s usnivanjem?

12345
Budite li se tijekom no¢i?

12345
Osjecate li se lose tijekom dana jer ste lose spavali?

12345

Imate li problem s koncentracijom?

12345
Osjecate li se nervozno?

12345
Jeste li loSe raspolozeni?

12345

Jeste li ogranicili odabir hrane?
12345
Remeti li urtikarija vase sportske aktivnosti?
12345
Imate li problema s nuspojavama lijekova?

12345

Jeste li se ikada osramotili zbog simptoma urtikarije?

12345
Osjecate 1i sram kad idete na javna mjesta?

12345

Imate li ikakvih problema prilikom koriStenja kozmetike?

12345

Imate li ograni€enja prilikom kupovine odjece, s obzirom na odabir vrste materijala?

12345

Ukupni CU-Q2oL zbroj:
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