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MIKROBIOM I METABOLOM SLINE U PACIJENATA S KARCINOMOM USNE
SUPLJINE

Sazetak

Karcinom usne Supljine predstavlja globalni zdravstveni problem. Uz dobro poznate etioloske
¢imbenike, kao §to su alkohol i duhan, u novije vrijeme sve je veci broj dokaza u literaturi koji
impliciraju to da biulogu u etiologiji karcinoma usne Supljine mogao imati i oralni mikrobiom.
Usna Supljina obiluje razli¢itim bakterijama, virusima, gljivama 1 arhejama. Ovi
mikroorganizmi Zive skladno te uspostavljaju medusobno sloZzene odnose. Do bolesti
eventualno moze doc¢i ako nastane poremecaj strukture oralnih komenzalnih zajednica —
disbioza. Oralni mikrobiom mogao bi, uz druge biomarkere, posluziti i u ranoj dijagnostici
karcinoma usne Supljine. Moguéi su dijagnosticki biljezi i metaboliti — konaéni proizvodi
stani¢nih biokemijskih procesa. Izvrsnom tekuéinom za procjenu mikrobioma i metaboloma
usne Supljine pokazala se slina. S obzirom na to da se nalazi u neposrednoj blizini karcinoma,
slina bi mogla odraziti i promjene mikrobioloSkog 1 metabolickog profila svojstvene oralnom
karcinomu. Detekcija biomarkera u slini noviji je dijagnosti¢ki pristup koji je u posljednje
vrijeme srediSte interesa mnogim istraZzivanjima. Do sada nije pronaden biljegili kombinacia
razli¢itih biljega koji bi s pouzdanom osjetljivoscu i specificnoséu mogli detektirati karcinom
usne Supljine. Medutim, polaze se nada u daljnja istrazivanja, jer pronalazak odgovarajucih

biomarkera povecao bi vjerojatnost rane dijagnoze karcinoma usne Supljine.

Kljuéne rijeci: karcinom usne Supljine; salivarna dijagnostika; slina; biomarkeri; mikrobiom;

metabolom



SALIVARY MICROBIOME AND METABOLOME IN ORAL CANCER PATIENTS
Summary

Oral cancer is a global health problem. In addition to well-known factors, such as alcohol and
tobacco, there is a growing body of evidence in the literature that suggests that the oral
microbiome may play a role in the etiology of oral cancer. The oral cavity contains diverse
forms of microbes such as bacteria, viruses, fungi and archaea. These microorganisms live in
harmony and establish complex relationships. The disease can eventually occur if there is a
disruption to the balance of the oral commensal communities, known as dysbiosis. The oral
microbiome could be, amongotherbiomarkers, used in the early diagnosis of oral cancer. Other
possible diagnostic markers are metabolites - the final products of cellular biochemical
processes. Saliva proved to be an excellent fluid for assessing the microbiome and metabolome
of the oral cavity. Since it is in close proximity to the cancer itself, saliva could also reflect
changes in the microbiological and metabolic profile characteristic of oral cancer. Salivary
biomarkers detection is a new diagnostic approach that has been the focus of much research
recently. To date, no marker or combination of different markers that could detect oral cancer
with reliable sensitivity and specificity has been found. However, high hopes are placed on
further research, as finding adequate biomarkers would increase the likelihood of early

diagnosis of oral cancer.

Key words: oral cancer; salivary diagnostics; saliva; biomarkers; microbiome; metabolome
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Popis skracdenica

ADH - alkohol dehidrogenaza

CMV - cytomegalovirus

DNK - deoksiribonukleinska kiselina
EBV — Epstein-Barr virus

EMT — epitelno mezenhimalna tranzicija

GC-MS - engl. gas chromatography-mass spectrometry, hrv. plinska kromatografija — masena

spektroskopija
HPV — humani papiloma virus
HSV —herpes simplex virus

LC-MS — engl. liqguid chromatography-mass spectrometry, hrv. teku¢inska kromatografija

masene spektroskopije

MW — engl. mouth-rinsed water

NMR —nuklearna magnetna rezonancija
PMOP — potencijalno maligni oralni poremecaj

TNF —engl. tumor necrosis factor, hrv. faktor tumorske nekroze
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1.1 Karcinom usne Supljine

Karcinomi glave i vrata heterogena su skupina tumora, a po ucestalosti u svijetu nalaze se na 7.
mjestu. Karcinom usne Supljine ¢ini gotovo polovicu svih karcinoma glave i vrata (1). U vise
0d 90 % slucajevarijec je o planocelularnom karcinomukojise razvija iz epitela oralne s luznice
(2). Unutar usne Supljine mogu se razviti i maligne bolesti zZlijezda slinovnica, sarkomi,

mukozni melanomi te limfomi (3).

U 2020. godinidijagnosticirano je 377 713 karcinoma usanaiusne Supljineu svijetu,a 177 757
osoba je preminulo. 65,8 % karcinoma otkriveno je u Aziji, dok je u Europi dijagnosticirano

17,3 % od ukupnog broja slucajeva (4).

Oralni karcinom moguce je prevenirati, s obzirom na to da je identificirana vecina
predisponiraju¢ih ¢imbenika koji se vezuju uz njegov nastanak. Glavni egzogeni rizicni
¢imbenici za razvoj karcinoma usne Supljine su puSenje cigareta, konzumacija alkohola 1
zvakanje betelova oraha (5). Dodatni ¢imbenik oralne karcinogeneze genetska je osjetljivost
pojedinca ¢esto povezana s nedostatkom mikronutrijenata iz prehrane (6 — 8). U posljednje
vrijeme sve je vise dokaza koji upucuju na to da bi oralni mikrobiom, koji podrazumijeva
slozenu zajednicu razli¢itih bakterija, virusa, protozoa, gljiva i arheja, mogao imati ulogu u
razvoju oralnog karcinoma (9). Nekoliko je moguc¢ih nacina na koje bakterije poticu
karcinogenezu: indukcija kroni¢ne upale, inhibicija imunoloskog odgovora, interferencija sa
signalnim putevima i stani¢nim ciklusima te lokalni metabolizam karcinogena (10). Od virusa
je najznacajniji humani papiloma virus (HPV), premda je njegova uloga izraZenija u

karcinogenezi orofaringealnog karcinoma (11).

S obzirom na visoku stopu mortaliteta, veliki zna¢aj u prognozi bolesti ima rana dijagnostika.
Leukoplakija, eritroplakija, oralni lihen planus i oralna submukozna fibroza najcesc¢i su
potencijalno maligni oralni poremecaji (PMOP). Rana detekcija PMOP-a 1 procjena rizika od
njihove transformacije kljuéni su za praéenje, ali prvenstveno za sprecavanje nastanka
karcinoma usne Supljine. Preporukaje obavljanjerutinskogklini¢kogpregleda kojim je moguce
identificirati lezije sluznice. Nedostatak je vizualnog klini¢kog pregleda taj Sto uvelike ovisi o
iskustvu klini€ara (12). Biopsija tkiva, uz patohistolosku analizu, zlatni je standard u
diferencijaciji i dijagnostici razli¢itih tipova PMOP-a i oralnog karcinoma (13). Posljednjih se
godina sve viSe paznje posvecuje biomarkerima i njihovoj ulozi u detekciji i prognozi bolesti.

Za identifikaciju biomarkera karcinoma usne Supljine mogu se koristiti slina, serum ili tkivo.
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Interes u znanstvenoj literaturi o salivarnoj dijagnostici u porastu je, s obziromnato daje, u

usporedbi s drugim tehnikama, rije¢ o neinvazivnom i jeftinom pristupu (14).

Svrha je ovograda opisati potencijalnu ulogu oralnog mikrobioma u nastanku karcinoma usne
Supljine te prikazati znacaj salivarne dijagnostike u ranom otkrivanju oralnog karcinoma, s

naglaskom na metabolomiku i mikrobiomiku.
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2. ORALNI MIKROBIOM
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2.1. Eubioza

Usna Supljina izazovno je okruZenje za prezivljavanje mikroorganizama, s obzirom na to da
podlijeZze dnevnim fluktuacijama u temperaturi, vrijednosti pH, dotokunutrijenata, mehanickim
silama 1 kemijskom sastavu (15). Zubi, gingivalni sulkus, obrazna sluznica, jezik i tonzile
staniSta su kolonizirana razli¢itim mikroorganizmima — bakterijama, virusima, gljivama,
protozoama i arhejama (16, 17). Budu¢i da svi ovi mikroorganizmi obitavaju u neposrednoj
blizini, medusobno uspostavljaju slozene odnose ¢ineci tako funkcionalnu cjelinu — oralni
mikrobiom (18). Razlikujemo osnovni mikrobiom zajednicki svim organizmima te varijabilni
koji se razlikuje medu pojedincima, a ovisi o njihovim genotipskim karakteristikama i na¢inu
zivota (19). U zdravom organizmu oralni mikrobiom odrzava uravnotezene komenzahe
odnose; postoji mikrobna homeostaza ili eubioza bez Stetnih djelovanja prema
mikroorganizmima ili domacinu. Uloge ovih komenzalnih mikroorganizama otpor su

patogenima, odrzavanje homeostaze i modulacija imunoloskog sustava (20).

Vise od 700 vrsta bakterija detektirano je unutar usne Supljine; 58 % ih je sluZbeno imenovano,
16 % ih je neimenovano, ali kultivirano, a preostalih 26 % jesu nekultivirani filotipovi (21).
NajviSe je bakterija iz koljena Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobacteria,
Spirochaetes 1 Fusobacteria, a najzastupljeniji je rod Streptococcus (22, 23). Vecina bakterija
nalazi se unutar biofilma, ali mogu postojati i u planktonskom obliku. Biofilm je definiran kao
zajednica medusobno agregiranih bakterija koje su uklopljene u ekstracelularni polimemi
matriks te adheriraju na odredenu povrSinu (24). Unutar biofilmova nalaze se razli¢iti
bakterijskirodovi, od kojih se pojedini nastanjuju na specificnom mjestu, dok druge nalazimo
u vise oralnih habitata (25). Primjerice, rod Veillonella nastanjuje povrsinu jezika, zubi i
keratinizirane gingive, a rodovi Capnocytophaga i Corynebacterium obitavaju iskljucivo
unutar dentalnog plaka (26). Bakterije unutar biofilma mogu medusobno komunicirati kvorum
signalizacijom. To je proces koji podrazumijeva bakterijsku proizvodnjui detekciju malih

signalnih molekula te odgovor na njih (27).

Zajednice oralnih virusa variraju medu pojedincima, a pokazuju razlike u odnosu na spol
domacina. Vecina su virusau usnoj Supljini bakteriofagi koji imaju stabilne liticke ili lizogene
cikluse (28). Svojim litickim ciklusom imaju sposobnost izmjene bakterijskih zajednica (28).
Najcesc¢e porodice bakteriofaga u zdravih su osoba Siphoviridae, Myoviridae i Podoviridae iz

reda Caudovirales (29). Najrasprostranjeniji eukariotski virusi u asimptomatskih zdravih
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pojedinaca jesu HPV, Cytomegalovirus (CMV), Herpes simplex virus (HSV) tip 1 1 Epstein-
Barrvirus (EBV) (30).

Candida 1 Malasezzia naj¢escée su gljive koje koloniziraju oralnu sluznicu. Predominacija
jednog od rodova povezana je s odredenim bakteriomskim i klini¢kim karakteristikama.
Pripadnici roda Candida pojavljuju se u osoba s manjom raznoliko$¢u bakterioma te
prisutno$¢u acidogenih i aciduri¢nih bakterija, kao $to su laktobacilii propionibakterije (31).
Osim toga, u osoba koje puse, primaju kortikosteroidnu terapiju, nose p optune proteze, imaju
aktivni karijes ili visoki plak indeks vjerojatnija je kolonizacija sluznice kandidom (31). U
pozadini ovih navoda spoznaja je da prehrana bogata ugljikohidratima, nedostatna oralna
higijena te neadekvatan imunoloski odgovor domacéina poti¢u kandidijalni rast (31). Najcesca
je vrsta Candida albicans (C. albicans) (32). Zajednice kojima dominira rod Malasezzia
ucestalije su u ljudi s raznovrsnijim bakteriomom koji je obogacen bakterijama iz rodova
Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella i Leptotrichia (31). Ove bakterije prezivljavaju u

asaharolitiCkim uvjetima kao i Malasezzia. Njen metabolizam zasniva se na lipidima (31).

U ljudskom gastrointestinalnom traktu otkriveno je vise od 15 rodova protozoa (33). Njihova
uloga u usnoj Supljini jo$ je uvijek nejasna. Prema nedavnom istrazivanju zapazena je veca
prevalencija protozoa Entamoameba gingivalis 1 Trichomonas tenax u pacijenata s
parodontitisom nego u zdravih pojedinaca Sto upucéuje na njihovu mogucu patofiziolosku ulogu

u parodontnoj bolesti (34).

Arheje su organizmi morfoloski sli€ni bakterijama, medutim, s eukariotima dijele vise
molekularnih karakteristika (35). Neke arheje stvaraju metan iz ugljikova dioksida te se
nazivaju metanogenim (36). Identificirano je 5 razli¢itih rodova metanogenih arhejau zdravih
osoba — Methanobrevibacter, Methanosphaera, Methanosarcina, Thermoplasmata i

Methanobacterium (37).

2.2. Disbioza

Oralni mikrobiom posjeduje odredeni stupanj tolerancije na promjene unutar njegova
okruzenja. Zahvaljujuéi toj sposobnosti moguce je odrzati stanje mikrobne homeostaze (38).
Medutim, odredenim djelovanjima moZe do¢i do gubitka eubiotickog balansa te prevage
parazitarnih odnosa koji potom imaju ulogu u nastanku bolesti domacina (39 —41). Poremecaj

strukture slozenih komenzalnih zajednica nazivamo disbiozom. Karakteriziraju je gubitak
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korisnih te Sirenje patogenih mikroorganizama, kao i gubitak mikrobne raznolikosti (41). Ovi

dogadaji medusobno se ne iskljucuju, ve¢ se mogu pojaviti istovremeno (41).

Na mikrobioloSku ravnotezu mogu utjecati fizioloske promjene poput starenja te hormonalnih
promjena u pubertetu i trudno¢i (42). Zdrave osobe uglavnom uspijevaju kompenzirati pomake
u mikrobnoj ravnotezi (42). Suprotno tome, u odredenim slucajevima moze do¢i do
disbiotickog pomaka s kojim se povezuje povecan rizik od nastanka bolesti (43). Oralnu
disbiozu mogu potaknuti disfunkcije zlijezda slinovnica (promjene u protoku/sastavu sline),

loSa oralna higijena, odredene prehrambene navike i pusenje (40).

Smatra se da disbalans oralne mikrofluore moze pridonijeti nastanku lokalnih bolesti, kao $to
su zubni karijes, parodontitis, oralna leukoplakija, oralni lihen planus 1 oralni karcinom (44).
Osim toga, bakterije i njihovi toksini iz usne Supljine krvlju dospijevaju i do udaljenih organa
te mogu doprinijeti nastanku bolesti gastrointestinalnog (upalne bolesti crijeva, ciroza jetre,
karcinom gusterace), ziv€anog (Alzheimerova bolest), endokrinog (dijabetes, sindrom
policisti¢nih jajnika), imunoloskog (reumatoidni artritis) 1 kardiovaskularnog (ateroskleroza)

sustava (44).

2.3. Uloga mikrobioma u etiologiji karcinoma usne Supljine

2.3.1. Bakterije

Bakterijska infekcija jedan je od glavnih uzrokakroni¢ne upale koja se smatra odgovomom za
25 % malignih bolesti u ljudi (45). Upalni medijatori mogu potaknuti stani¢nu proliferaciju,
mutagenezu, aktivaciju onkogena i angiogenezu $to vodi gubitku normalne kontrole rasta i, u
konacnici, nastanku karcinoma. S duZom prisutno$¢éu upalnog procesa raste rizik
karcinogeneze. Akutna upala ne smatra se rizicnim ¢imbenikom za razvoj neoplazme, iako je

karakterizira oslobadanje mnogih molekula istovjetnih onima u kroni¢noj (45, 46).

Najvise proucavana bakterija koja imaulogu unastanku malignih bolestije Helicobacter pylori
(H. Pylori). Epidemioloske studije pokazuju da 2 do 3 % ljudi s H. Pylori infekcijom razvije

zelucani adenokarcinom, dok 0,1 % inficiranih oboli od MALT limfoma (47).

Potencijalno onkogenim smatraju se i oralne bakterije (48). Smatra se da loSa oralna higijena i
parodontitis povecavaju rizik od nastanka planocelularnog karcinoma usne Supljine (49).

Stimulacija kroni¢ne upale, antiapoptoti¢ka aktivnost i metabolizam karcinogena neki su od
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mehanizama kojima bakterije sudjeluju u nastanku karcinoma (20). Karcinogena svojstva
osobito su proucavana u Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) 1 Fusobacterium nucleatum

(F. nucleatum).

P. gingivalis djeluje na pojacano stvaranje interleukina, faktora tumorske nekroze (TNF),
matriksnih metaloproteinaza, a posjeduje 1 antiapoptoticko djelovanje (50). Epitelne stanice
prva su linija obrane od mikrobnih patogena. PoviSene razine bakterija, kao §to je P. gingivalls,
mogu modulirati apoptotic¢ke puteve unutar epitelnih stanica (51). Nastaje tzv. antiapoptoticki
fenotip usko povezan s karcinogenezom (52). Nadalje, regulacijom ciklina, fosforilacijom
kinaza ovisnih o ciklinu i smanjenjem razine tumor supresorskog gena p53, P. gingivalis
ubrzava proliferaciju gingivalnih epitelnih stanica (53). IzraZenoj proliferaciji moze pridonijeti
1 aktivacijom P-katenina (53). Unutar gingivalnih epitelnih stanica P. gingivalis potie
ekspresiju B7-H1 1 B7-DC receptora koji imaju ulogu u kroni¢noj upali (53). Poticanjem
upalnogmikrookruzenjaimaulogu u progresijitumora (53). Stvoreni proupalni medijatori, kao
Sto su interleukini i faktori tumorske nekroze, postaju dio okoline tumora te poticu njegov rast.
Primjerice, interleukin 8 moZe regulirati matriksne metaloproteinaze koje pojacano razgraduju
ekstracelularni matriks, Sto olakSava Sirenje malignih stanica (54). TNF-a povecava stvaranje
reaktivnih kisikovih 1 duSikovih radikala te poti¢e oSte¢enje deoksiribonukleinske kiseline
(DNK) posredovano oksidativnim stresom. MoZe potaknuti i epitelno mezenhimalnu tranziciju
(EMT) te angiogenezu (54). EMT je proces kojim epitelne stanice poprimaju karakteristike

mezenhimalnih (pokretljivost, invazivnost) (55).

F. nucleatum gram je negativha anaerobna bakterija sa sposobnos¢u prianjanja na druge
bakterije te na stanice domacina putem fimbrija i nefimbrijalnih adhezina. Cesta je detekcija F.
nucleatumunutar tkiva karcinoma usne Supljine. S tumorigenezom je povezana putem nekoliko
mehanizama (55, 56).Kao i P. gingivalis, moze potaknuti proliferacijustanica. Unutar epitelnih
stanica aktivira 12 kinaza od kojih je ve¢ina uklju¢ena u prezivljenje i proliferaciju stanica te
popravke DNK (53). Aktivacijom protein kinaze p38 u inficiranim stanicama dovodi do
pojacanog oslobadanja matriksnih metaloproteinaza 9 1 13 koje imaju vaznu ulogu u tkivnom
metabolizmu 1 odrzanju homeostaze (55). Njihovo prekomjerno otpustanje sudjeluje u

invazivnosti novotvorine (55).

Prilikom oSte¢enja DNK-a dolazi do smanjenja razine Ku70, podjedinice Ku proteinskog
kompleksa, a pojacana je ekspresija stanicnogtumorskogantigena p53 (55). Ovidogadaji vazni
su za uspjesan popravak DNK-a. Medutim, ako je njeno oSte¢enje unutar tumorskih stanica

inficiranim F. nucleatum jakoizrazeno, arazina Ku70proteina preniska za adekvatan popravak,
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moze do¢i do prekomjerne proliferacije stanica karcinoma (55). Detaljni mehanizmi

medudjelovanja F. nucleatum i Ku70 proteina joS$ uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni (55).

Prevotella intermedia takoder se dovodi u vezu s karcinomom usne Supljine. Faktorima
virulencije (lipopolisaharidi, peptidoglikani, lipoteikoli¢na kiselina) izaziva porast lokalne
koncentracije razliitih interleukina i TNF-a (55). Otpustanje citokina dodatno stimulira
proizvodnjom proteaza (55). Djelujuéi kao signalne molekule, bakterijske proteaze mogu se
vezati za receptore Cija aktivacija posljedi¢no djeluje na stani¢nu proliferaciju, apoptozu il
upalu. Osim toga, pojavu tumora ili njegovu progresiju stvorene proteaze mogu potaknuti

razgradnjom ekstracelularnog matriksa te izmjenom imunoloskog odgovora domacina (55).

Vaznu ulogu u nastanku karcinoma ima i bakterijski metabolizam alkohola do acetaldehida.
Iako ovaj kancerogeni spoj moze nastati djelovanjem mukoznih alkoholnih dehidrogenaza
(ADH) u gornjem dijelu gastrointestinalnog sustava, znatno vece koli¢ine nastaju bakterijskom
oksidacijom alkohola (10). Visoku aktivnhost ADH-e ima rod Neisseria koji lokalno moZze
stvoriti velike koli¢ine acetaldehida (10). Stoga mikrobi koji pripadaju ovom rodu mogu
potencijalno biti ukljuceni u karcinogenezu povezanu s konzumacijom alkohola. Razli¢iti
streptokoki — S. salivarius, S. intermedius 1 S. mitis takoder posjeduju ADH (57). Oralne

bakterije mogu imati ulogu i u povecanoj aktivaciji nitrozamina iz duhanskog dima (10).

Bakterije iz rodova Lactobacillus, Lactococcus, Bifidobacterium, Streptococcus, Leuconostoc
i Pediococcus proizvode mlijecnu kiselinu ¢ime dolazi do lokalnog smanjenja pH vrijednosti
(57). Neke bakterijske vrste, kao §to je Peptostreptococcus stomatis, mogu proizvoditi vise

razli¢itih kiselina. Kiselo i hipoksi¢no okruzenje tumora doprinose njegovu Sirenju (57).

2.3.2. Virusi

Ljudski onkogeni virusi inficiraju stanice domacina koje, usprkos infekciji, prezivljavaju (58).
U usporedbi s drugim virusima odgovornim za nastanak mnogih bolesti, onkogeni virusi teze
uspostavljanju perzistirajucih infekcija prilikom kojih mijenjaju imunoloski odgovor domacina
(58). Proteklih je godina uloga virusa u nastanku karcinoma usne Supljine bila fokus mnogh
istrazivanja. Najvise su proucavana kancerogena svojstva HPV -a, potom EBV-a, HSV-a te
CMV-a (55). HPV je DNK virus koji obuhvaca vise od 200 razli¢itih genotipova (58). Prema
mogucnosti transformacije epitelnih stanica, dijele se na tipove visokog i niskog rizika.

Niskorizi¢ni tipovi dovode do razvoja benignih promjena, kao $to su papilomi, dok
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visokorizi¢ni tipovi mogu biti ukljuceni u malignu transformaciju (58). Opcée je poznata

etioloSka funkcija HPV-a u karcinomima anogenitalne regije (58).

Za karcinogenezu izazvanu HPV-om najviSe su odgovorni viralni proteini E6 1 E7 ¢ija sinteza
zapocinje nakon ugradnje viralnog DNK-a u genom keratinocita (59). Oba proteina imaju
sposobnost inaktivacije tumor supresorskih proteina; E6 inhibira p53, a E6 onkoprotein
inaktivira pRb protein (59). Ovaj slijed dogadaja rezultira porastom mitoticke aktivnosti
zahvacene stanice. Dolazi do genomske nestabilnosti, manjkavog popravka DNK-a, te do

poremecaja u apoptozi i regulaciji stani¢nog ciklusa (59).

Prevalencija HPV-a u usnoj Supljini iznosi od 2 do 8 %, s naj¢es¢e zastupljenim tipom 16 (60).
Rizi¢ni ¢imbenici, kao §to su puSenje 1 imunodeficijencija povecavaju rizik oralne HPV
infekcije te ¢ine vjerojatnijim njenu perzistenciju (60). Vazno je spomenuti da vec¢ina oralnih

HPV infekcija spontano prolazi unutar godine dana (60).

Uloga HPV-a istice se u nastanku orofaringealnih planocelularnih karcinoma, dok je njegova
ukljuc¢enost u razvoj drugih karcinoma glave 1 vrata, pa i planocelularnog karcinoma usne
Supljine, jo$ uvijek dvojbena (60). Postavljena dijagnoza anogenitalnog karcinoma,u E6 1 E7
pozitivnih pacijenata, predstavlja povecan rizik za nastanak sekundarnog karcinoma
anogenitalne regije, ali i glave i vrata, $to se prvenstveno odnosi na orofaringealni karcinom
(58). Nekoliko provedenih istrazivanja utvrdilo je prisustvo virusne DNK u znac¢ajnom broju
oralnih karcinoma. U 10 — 25 % tumora usne Supljine prisutan je virusni genom te je udio veci
nego u zdravih kontrolnih skupina (60). Najces¢i tip detektiran u karcinomima usne Supljine je
HPV-16, slijedi HPV-18, dok je detekcija drugih visokorizi¢nih tipovarijetkost (60). Medutim,
nedostaju dokazi koji bi potvrdili da virus potie nastanak karcinoma, obzirom da prisutnost

virusne DNK ne podrazumijevaibiolosku aktivnost virusa (60).

2.3.3. Gljive

Manja raznolikost oralnog mikobioma karakteristika je osoba oboljelih od karcinoma usne
Supljine. Kao primjer, moze se istaknuti manja zastupljenost gljiva iz roda Malassezia (55).
Udio gljiva iz roda Shizophyllum, koje imaju sposobnost stvaranja antikancerogenog

polisaharida Sizofilana, takoder je smanjen u oboljelih od oralnog karcinoma (55).
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Vecina oralnih kandida jesu oportunisti¢ki patogeni. Naime, u usnoj Supljini prisutne su kao
komenzalne vrste koje, u slucaju izmjene mikrookolisnih uvjeta i obrambenih mehanizama
domacina, mogu dovesti do infekcije sluznice (61). Oralna kandidijaza Cesta je u pacijenata
oboljelih od karcinoma usne Supljine. Medutim, jo$ uvijek nije razjasnjeno ima li infekcija

ulogu u razvoju neoplazme ili nastaje zbog poticaja gljivicnog rasta djelovanjem tumora (62).

Usporedbom salivarnih uzoraka oboljelih od karcinomausne Supljine, pacijenata s PMOP-om
te zdravih kontrolnih skupina detektirane su znatne razlike u prisustvu gljiva iz roda Candida
medu skupinama. Gljive su bile najzastupljenije u osoba s karcinomom te su non-albicans vrste

dominirale nad Candidom albicans (C. albicans) (63).

Prema in vitro istrazivanjima, prisutnost C. albicans potiCe progresiju karcinoma usne Supljine
stimulacijom proizvodnje matriksnih metaloproteinaza, onkometabolita i indukcijom
protumorskih signalnih puteva. Uocen je i njen utjecaj na prekomjernu ekspresiju gena
uklju¢enih u metastatsko Sirenje novotvorine. Sli€ni ucinci zabiljeZeni su 1 in vivo

istrazivanjima provedenimna Zivotinjama (62).

Opisano jei medudjelovanje C. albicansiP. gingivalis; C. albicans poti¢e bakterijsku infekciju
spreCavajuci prepoznavanje P. gingivalis od strane imunoloskog sustava (55). Nadalje, C.
albicans ima veliki kapacitet proizvodnje kancerogenog acetaldehida te aktivira imunoloski
odgovordomacina. ZabiljeZena je njenapotencijalna uloga u malignoj transformaciji epitelnih
lezija usne Supljine (64). Naime, leukoplakija zahvac¢ena kandidijazom ima ve¢i rizik maligne

transformacije nego neinficirana lezija (61).
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3. SLINA KAO DIJAGNOSTICKI MEDIJ
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3.1. Lucenje i funkcije sline

Slina je jedinstvena biologka tekué¢inakoja ima vaznu ulogu u o¢uvanju oralnog zdravlja. Cini
je sekret velikih i malih Zlijezda slinovnica pomijesan s gingivalnom krevikularnom teku¢inom
(65). Skupini velikih Zlijjezda slinovnica pripadaju po dvije parotidne, submandibularne 1
sublingvalne zlijezde. Njihovom aktivnos$¢u nastaje 92 — 95 % sline, dok ostatak luce male
zlijezde slinovnice (66). Parotidna Zlijezda gradena je preteZzno od seroznih acinusa koji
proizvode slinu bogatu a-amilazom. Sublingvalna Zlijezda lu¢i mukoznu, viskoznu tekucinu
bogatu mucinima, a submandibularna zlijezda lu¢i i mukoznu i seroznu slinu (67). Sve Zlijezde

slinovnice pod kontrolom su autonomnog ziv€anog sustava.

......

hidrataciju, nutritivni status te period dana. U zdrave osobe koja miruje, ukupno se izluci 0,3 —
0,4 mL/min nestimulirane sline (68). PatoloSko niskom smatra se salivacija manja od 0,1
mL/min; takvo stanje oznacavase kao hiposalivacija. Koli¢ina izlu¢ene sline u zdravih ljudi

varira izmedu 0,5 11,5 1 dnevno s uklju¢enom stimulacijom izazvanom konzumacijom hrane i

pica (68).

99 % sastava sline ¢ini voda, a preostalih 1 % razliCite anorganske 1 organske molekule;
elektroliti, produktimetabolizma dusikovih tvari te proteini, kao §to su imunoglobuliniimucini
(69, 70). Razli¢ite komponente sline u medusobnoj su interakciji §to je vazno za ostvarenje
njenih osnovnih funkcija. Bikarbonati, fosfati i drugi ioni moduliraju pH i puferski kapacitet
sline (70). Uklanjanje patogena, kao §to su bakterije, moguce je djelovanjem proteina s
antimikrobnomaktivno$¢u. Takviproteini su primjerice lizozimi, laktoferiniiperoksidaze(71).
Na primjer, laktoperoksidaza katalizira proizvodnju hipotiocijanata iz vodikovog peroksida i
tiocijanata. Vodikov peroksid je produkt metabolizma bakterija, a tiocijanat se luc¢i slinom.
Hipotiocijanat ispoljava antimikrobne u¢inke inhibiranjem bakterijske glikolize (72). Nadalje,
slina formira pelikulu, zastitnu ovojnicu koja obavija povrSinu zuba. Osim zastite, salivama
pelikula je 1 mjesto vezivanja bakterija, $to je prvi korak u nastanku zubnog plaka. U slini se
nalaze i biolo8ki aktivni proteini te faktori rasta koji poticu cijeljenje rana i regeneraciju tkiva
(71). Slina sudjeluje u osjetu okusa, zvakanju, oblikovanju bolusa, po¢etnoj probavi uz pomo¢

enzima amilaze i gutanju (73).

13



Andrea Komso, diplomski rad

3.2. Salivarna dijagnostika

Rana dijagnoza bolesti od izuzetne je vaznosti za uspjeh dostupnih terapijskih postupaka.
LijeCenje bolesti u ranoj fazi moze znatno umanyjiti njen utjecaj na kvalitetu pacijentova Zivota
te prevenirati ili odgoditi naknadne komplikacije (74). Analiza sastava sline potencijalna je
dijagnosti¢ka metoda te se ocekuje da ¢e u buducnosti postati zamjena za druge bioloske

tekucine koriStene u dijagnostici bolesti, kao $to su urin i serum (75).

Slina odrazava fiziolosko ili patoloSko stanje organizma (74). Njenom analizom moguce je
detektirati razli¢ite biomarkere koji su objektivno mjerljivi pokazatelji normalnih bioloskih, ali
i patoloskih procesa, te farmakoloskog odgovora na terapijsku intervenciju (76). Biomarkeri
dospijevaju u slinu iz krvi prolaze¢i transcelularnim ili paracelularnim putevima (74). Postoje
u razli¢itim oblicima, ukljucujuéi antitijela, mikrobe, DNA, RNA, lipide, metabolite i proteine

(75).

Otkri¢e biomarkera u slini nudi moguénost zaobilazenja invazivnog uzorkovanja krvi za
procjenu zdravstvenog stanja pacijenta (77). Mnoge su prednosti koriStenja sline u
dijagnosti¢ke svrhe. Prikupljanje uzoraka sline brzo je, jednostavno, jeftino, neinvazivno te
dobro prihvaceno od strane pacijenata. S obzirom na jednostavnost postupka, nije nuzno da ga
sa serumom. Osim toga, salivarni uzorci ne zahtijevaju toliko manipulacije tijekom

dijagnosti¢kih postupaka (78).
Uzorke sline moguce je klasificirati u dvije skupine:

1. s obzirom na izvor sline — razlikujemo ukupnu slinu te slinu koju je izlucila specificna

zlijezda;
2. s obzirom na stimulaciju salivacije — razlikujemo stimuliranu i nestimuliranu slinu (79).

Vrlo je vazna standardizacija metoda prikupljanja salivarnih uzoraka jer razli¢iti ¢imbenici
mogu utjecati na sastav i koli¢inu izlucene sline. Nestimulirana slina prikuplja se pasivnim
slinjenjem ili pljuvanjem te je vazno izbje¢i kontaminaciju uzorka krvlju ili sputumom (79).
Prikupljeni metodom pljuvanja, salivarni uzorci sadrZzavaju znatno vece koli¢ine bakterija sto
moze utjecatinanjihovo skladistenjeidaljnju analizu (79). Stimulacija salivacije takoder utjece
na sastav, koli¢inu te na pH sline. Poti¢e se masazom zlijezda ili Zzvakanjem parafinskog voska,

gume ili pamucnih rolica (79). Uzorci bi trebali biti obradeni $to prije nakon njihova uzimanja.
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Cuvaju se na razli¢itim temperaturama, ovisno o vremenu koje ¢e protec¢i do analize. Ako su
uzorci zaledeni, vazno je izbje¢i ponavljajuce cikluse odledivanja/zaledivanja jer utjecu na

degradaciju nukleinskih kiselina i proteina (79).

Prikupljanje uzorka sline prosje¢no traje 5 minuta po osobi, §to je relativno puno vremena kada
se primjenjuje u velikog broja ljudi, primjerice, u istrazivanjima. Kao moguca alternativa,
navodi se ispiranje usne Supljine vodom (engl. mouth-rinsed water, MW) koja se potom koristi
za analizu (80). Velika prednost ove tehnike vrijeme je prikupljanja od svega 10 sekundi po
uzorku (80). Usporedbom metaboli¢kog profila stimulirane i nestimulirane sline te MW-a,
utvrden je gotovo jednak kvalitativni sastav svih uzoraka (80). Kvantitativnom analizom vise
su se isticale individualne razlike medu ispitanicima nego medu razliitim tehnikama

uzorkovanja (80).

Nadalje, utvrdena je i korelacija mikrobioloSkog sastava medu uzorcima nestimulirane,

stimulirane sline 1 MW-a (81).

3.2.1. Salivarna metabolomika

Metabolomika je novo istrazivacko polje koje se definira kao sveobuhvatna analiza metabolita;
kona¢nih proizvoda stani¢nih biokemijskih procesa, u bioloskom uzorku. Slina sadrzi razlicite
metabolite od kojih neki mogu biti povezanis oralnim ili sistemskim bolestima (82). Cilj je
metabolomike, proucavanjem boles¢u izmijenjenih metabolickih puteva, pronaci specificne
biomarkere za ranu dijagnozu §to bi uvelike poboljSalo prognozu pacijenata oboljelih od
karcinoma usne Supljine (83). Nadalje, salivarni metaboliti mogu biti korisni za evaluaciju
odgovora na primijenjeno lijeCenje te za razvoj personalizirane medicine (84). Osim salivamih,

proucavaju se i uzorci seruma, tkiva te urina (83).

U metabolomic¢kim istrazivanjima koriste se razliCite analiticke tehnike; infracrvena
spektroskopija s Fourierovom transformacijom, nuklearna magnetna rezonancija (NMR),
plinska kromatografija — masena spektroskopija (GC-MS) i teku¢inska kromatografija masene
spektroskopije (LC-MS), od kojih je NMR najzastupljenija (83). Prednosti NMR-a jesu
dobivanje precizno kvantificiranih ponovljivih rezultata te minimalna priprema uzoraka,
medutim, osjetljivost ove tehnike je niska (85). Analize temeljene na masenoj spektroskopiji
imaju najvecu osjetljivost te je njima mogude izvesti opsezne procjene metaboloma (85). LC-

MS prikladnaje za analizu Sirokog spektra spojeva, dok je GC-MS ogranic¢enana one hlapljive.
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S obzirom na raznolikost metaboloma, nijedna platformane moze odjednom pruziti uvid u sve

metabolite (85).

Postoji mnostvo razli¢itih biomarkera koji koreliraju s prisutno$c¢u karcinoma usne Supljine.
Prema istrazivanju iz 2011. godine, valin, mlije¢na kiselina i fenilalanin jasno su diferencirali
pacijente s karcinomom usne Supljine od zdrave kontrolne skupine te oboljelih od oralne
leukoplakije (86). Uzorci nestimulirane sline prikupljani su u jutarnjim satima, izmedu 91 10
sati, a 1, 5 sat prije uzorkovanja pacijenti nisu smjelijesti, piti, pusiti, niti provoditimjere oralne
higijene. Nakon centrifugiranja, odvojeni su supernatanti te pohranjenina —80 °C do analize.
Visoke koncentracije mlijene kiseline dokaz su povisenih koli¢ina laktata $to je moguce
objasniti tzv. Warburg u¢inkom. Karakterizira ga pojac¢ano iskoriStavanje glukoze i stvaranje
laktata u malignim tumorima unato¢ prisutnosti dovoljnih koli¢ina kisika. Zbog toga manje
koli¢ine piruvata ulaze u Krebsov ciklus. Nastaje poremecaj u proizvodnji energije te se drugi
metabolicki proizvodi, primjerice meduprodukti aminokiselinarazgranatog lanca, ukljucuju u
Krebsov ciklus. Ovaj dogadaj objasnjava snizene koncentracije valina u slini pacijenata s
karcinomom usne Supljine (86). Premda je ovaj nalaz obecavaju¢, osjetljivost i specificnost

biomarkera nisu zadovoljili kriterije da bi se koristili za ranu dijagnostiku bolesti (86).

Medutim, iste biomarkere pronasli su Lohavanichbutr i suradnici medu 80 metabolita koji su
razlikovali pacijente s karcinomom i bez karcinoma (87). Preoperativnim prikupljanjem
uzoraka nestimulirane sline te njthovom analizom, u slini pacijenata s karcinomom usne
Supljine pronadene su i znacajno nize razine glicina i prolina (87). Ovi metaboliti, uz ornitin 1
citrulin, upucéivali su na rani stadij karcinoma (87). Prije uzimanja uzoraka, pacijenti su takoder
bili suzdrzani od jedenja i1 pijenja, iznimka je bila mogucnost pijenja vode. Duze vrijeme
gladovanja moZze olaksati otkrivanje biomarkera s dijagnostiCkom vrijednos¢u. Salivarni uzorci
centrifugirani su da bi se skupila sva slina s dna epruvete. Osim toga, proucavane su i
koncentracije salivarnih metabolita u pacijenata s metastazama u limfnim ¢vorovima 1 bez

metastaza, ali nisu pronadene razlike (87).

U diferencijaciji oralnog karcinoma i lihen planusa prikupljanjem uzoraka nestimulirane sline
provedenim 3 sata nakon ¢iS¢enja dentalnog plaka i kamenca, dijagnosticki su se istaknuli
indol-3-acetat 1 etanolamin fosfat (88). Indol-3-acetat proizvodi tumorsko tkivo tijekom rasta
malignih stanica, dok etanolamin fosfat nastaje metabolizmom fosfolipida za vrijeme progresije

tumora (88).
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Wang i1 suradnici utvrdili su 4 potencijalna salivarna biomarkera za dijagnozu ranog stadija
karcinoma: kolin, betain, pipekoli¢nu kiselinu i L-karnitin (89). Prikupljeni su uzorci od 2 mL
nestimulirane sline 30 zdravih i 30 oboljelih osoba koji su potom ispitani tekuéinskom
kromatografijom ultravisoke djelotvornosti. Pronadene su vece razine kolina, betaina i
pipekoli¢ne kiseline, dok je salivami L-karnitin snizen u oboljelih (89). Proliferacija tumorskih
stanica zahtijeva pove¢anu razinu metabolizma kolina. Promjene u koncentraciji betaina i L-
karnitina povezane su sa smanjenim metabolizmom masnih kiselina, a pipekoli¢ne kiseline s
povecanim metabolizmom lizina (89). Isti autori u drugom su istrazivanju pronasli jos jednu
mogucéu kombinaciju biomarkera za ranu dijagnostiku karcinoma usne Supljine: propionilkolin,
N-acetil-L-fenilalanin, sfinganin, fitosfingozin 1 S-karboksimetil-L-cistein (90). Uzorci od 3
mL nestinulirane sline uzimani suizmedu 9111 sati. Sfinganin i fitosfingozin sudjeluju u sintezi

i metabolizmu ceramida koji imaju ulogu u stani¢noj signalizaciji i poticanju apoptoze (90).

U istrazivanju Sugimota i suradnika, usporedivala se slina 69 pacijenata s karcinomom usne
Supljine sa 87 zdravih ispitanika te je detektirano 57 metabolita, od kojih je 28 pokazivalo
razli¢ite koncentracije meduuzorcima zdravih ibolesnih (91). Vise razine poliamina, piperidina
1 taurina pronadene su u pacijenata s karcinomom usne Supljine (91). Pacijenti su se takoder
suzdrzavaliod jela, picaipusSenja 1 satprije uzorkovanja. Nakonispiranja usne Supljine vodom,
prikupljana je nestimulirana slina pljuvanjem u epruvetu. Pacijente se podsjetilo da ne

iskasljavaju sluz. Epruvete su se pohranile u posude s ledom do centrifugiranja (91).

Cesta je detekcija povecanih razina kadaverina, jednog od poliamina, u slini oboljelih (85).
Usprkos nastojanjima premoscenja razlika u oralnoj higijeni prilikom analize mnoStva
pacijenata, postoji mogucénost da je kadaverin povezan upravo s nedostatnom oralnom

higijenom, koja je ¢est nalaz u pacijenata s oralnim karcinomom (85).

Potencijalnim biomarkerima pokazali su se i jabu¢na kiselina, maltoza, metionin, inozin i
protokatekujska kiselina ¢ije su vrijednosti povisene u slini pacijenata s karcinomom (92).
Suprotno tome, laktoza, katekol, ketoadipinska kiselina, urea i leucin pronadeni su u snizenim

koncentracijama (92).

Nekoliko je biomarkera detektiranih u uzorcima sline pronadeno i metaboli¢kim analizama
drugih bioloSkih teku¢ina. Izmijenjen metabolizam kolina uocen je, osim u slini, i u tkivu,
plazmi te serumu oboljelih od karcinoma usne Supljine (85). Pretpostavka je da se povisene
razine kolina pojavljuju zbog pojacanog fosfolipidnog metabolizma stanicne membrane

visokoproliferativnih stanica (85). Drugaciji nalaz pronasli su Bag i suradnici serumskom
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metabolomikom; snizene vrijednosti kolina uz povisene vrijednosti njegova nusprodukta
trimetilamin N-oksida (93). ViSe razine aminokiselina valina i alanina takoder su utvrdene u

uzorcima razli¢itog podrijetla (slina, tkivo, urin) (85).

Osim dijagnostickog znacaja salivarnih metabolita, postoji moguénost njihove korelacije s
prognozom bolesti. Premda je vecina saznanja o prognosti¢kim biomarkerima temeljena na
proucavanjima genoma, transkriptoma 1 proteoma, Ishikawa i suradnici nedavnim su
istrazivanjem povezali razli¢ite vrijednosti salivarnog 3 -metilhistidina s prognozom oralnog
karcinoma (94). Pacijentis viSim koncentracijama 3 -metilhistidina imali su znacajno nizu stopu

prezivljenja u odnosu na pacijente s nizom razinom ovog metabolita (94).

Cinjenica je da na metaboli¢ki profil sline mogu utjecati razli¢iti ¢imbenici, §to predstavlja
izazov u standardizaciji uzoraka kako bi se istrazivanjima dobili §to vjerodostojniji podatci.
Takvi su ¢imbenici, primjerice, vrijeme i metoda prikupljanja uzorka, uzimanje hrane prije
uzorkovanja, zdravstveni status usne Supljine i oralni mikrobiom (87, 92). Zabiljezene su i
dnevne varijacije salivarnog metaboloma; razli¢it sastav s obzirom na period dana u kojem je
uzetuzorak (95). Primjer ovog odnosa jesu poliamini, kao $to su putrescin i kadaverin, ¢ija je
koncentracija najveca ujutro neposredno nakon budenja te opada nakon dorucka i pranja zubi
(95). Optimalnim se smatra izbjegavanje obroka 12 satinakonvecerete uzorkovanje u jutarnjim
satima (95). Na dobivene rezultatemogu utjecatiirazlike u analitickim platformama koje mogu
pokazivati razli¢itu osjetljivost i specificnost, a utjecaj imaju i koriStene statistiCke metode,
mjesto tumora te veliCina uzorka (87). Nadalje, nestimulirana slina, u usporedbi sa
stimuliranom, sadrzi viSe koncentracije gotovo svih metabolita. PuSenje takoder djeluje na
metabolicki sastav sline. Pusaci imaju veée koncentracije citrata, laktata, piruvataisaharoze te
nize koncentracije formijata unutar sline (95). Osim toga, metabolicke razlike uzrokuje 1 spol
pacijenata (95). Primjerice, u salivarnim uzorcima muskaraca nalaze se vec¢e koliine acetata,
formijata, glicina 1 laktata (95). Razli¢ite etnicke skupine pokazuju odredene razlike u
salivarnim metabolitima. U vecini provedenih studija proucavani su oboljeli Azijati te se

namece potreba za vise istrazivanjau koja ¢e biti ukljucene i druge etnicke skupine (92).

3.2.2. Dijagnostic¢ka vrijednost oralnog mikrobioma

Detaljna analiza salivarnih bakterija smatra se mogu¢im indikatorom karcinoma usne Supljine.

Razlog tomu jest izmijenjen mikrobioloski profil koji se pojavljuje s razvojem karcinoma (96).
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Oralni mikrobiom relativno je stabilan i slican medu razli€itim pojedincima, Sto povecava

njegov dijagnostic¢ki znacaj (97).

U procjeni oralnog mikrobioma, koriste se razli¢ite tehnike medu kojima je, najéescée, uzimanje
briseva oralne sluznice. Pouzdanost ove metode manjkava je, s obzirom na to da
mikroorganizmi nisu konstantno fiksirani uz povrsinu, ve¢ slinomi kretnjama jezika putuju po
usnoj Supljini. Uzorkovanje sline dodatna je metoda koja takoder pokazuje odredene
nedostatke. Dnevne varijacije u salivarnom sastavu dugo su smatrane preprekom objektivnoj
analizi (97). Belstrom i suradnici izvijestili su o konstantnom mikrobioloSkom sastavu sline
tijekom 24 sata §to nalaze da vrijeme uzorkovanja nije od kriti€ne vrijednosti (98). Medutim,
razli¢ite metode uzorkovanja sline mogu utjecati na sastav salivarnog mikrobioma. Primjerice,
stimulacija salivacije pokretima miSi¢a moZe rezultirati obilnijim mikrobnim zajednicama u

usporedbi s pasivnim slinjenjem (98).

Brojnim provedenim istrazivanjima uocene su razlike u sastavu bakterijske mikroflore na
povrsini 1 unutar zdravog te maligno oboljelog tkiva usne Supljine. Nagy i1 suradnici metodom
su kultivacije utvrdili da je u biofilmu s povrSine planocelularnog karcinoma usne Supljine
znatno vec¢i broj aerobnih i anaerobnih bakterija u usporedbi sa zdravom sluznicom istih
pacijenata (99). S podrucja karcinoma izoliran je velik broj anaerobnih bakterijskih vrsta —
Veillonela, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas, Actinomycesi Clostridium. Najcesc¢i
izolirani aerobi bili su Haemophilus, Enterobacteriaceae i Streptococcus (99). Nadalje, Katz i
suradnici metodom su imunohistokemijskog bojenja detektirali viSu razinu P. gingivalis u
gingivalnom karcinomu nego u tkivu zdrave gingive (100). Usporeduju¢i karcinomom
zahvacéenu i kontralateralnu zdravu bukalnu sluznicuu 50 pacijenata, Zhang i suradnici su 16S
rDNA sekvencioniranjem takoder uocili razlike u bakterijskom profilu (101). Zabiljezili su
znacajno povecanje 10 bakterijskih vrsta u podrucju karcinoma, medu kojima su bile F.

nucleatum, Prevotella intermedia, Aggregatibacter segnis, Peptostreptococcus stomatis 1

Catonella morbi (101).

Mager 1 suradnici izvijestili su o razlikama u sastavu salivarne mikrofluore nakon analize
nestimulirane sline oboljelih i zdravih skupina (102). Zabiljezen je povecan broj bakterijskih
vrsta Capnocytophaga gingivalis, Prevotella melaninogenica 1 Streptococcus mitis u slini

pacijenata s karcinomom usne Supljine (102).

Usporedbom salivarnog mikrobioma 19 pacijenata s karcinomom glave i vrata s 25 zdravih

ispitanika, kao potencijalni biomarkeri, istaknuli su se povecan broj laktobacila te gubitak
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bakterija koje pripadaju rodovima Haemophilus, Neisseria, Gemellaceae 1 Aggregatibacter
97).

Promjenu stadija karcinoma prati dinami¢na izmjena oralne mikrobne zajednice. Prema
istrazivanju Yanga i suradnika, udio fuzobakterija u zdravih osoba iznosio je 2,98 % (103). U
pocetnom stadiju karcinoma usne Supljine, njihov udio je dosegao 4,35 % te se postupno
povecavaodo Cetvrtogstadijau kojem su fuzobakterije ¢inile 7,92 % mikrofluore (103). Sdruge
strane, napredovanjem bolesti smanjivala se bakterijska zastupljenost na razini rodova
Streptococcus, Haemophilus, Porphyromonas i Actinomyces (103). Nekoliko bakterija u
kombinacijiuspjesno je razlikovalo drugii tre¢i stadij karcinoma od zdravih skupina: povecane
razine Fusobacterium periodonticum 1 Parvimonas micra, te smanjenje Streptococcus mitis,
Veillonella parvulla, Porphyromonas pasteri 1 Actinomyces odontolyticus. Pove¢an broj
Fusobacterium periodonticum te smanjena prisutnost Streptococcus mitis 1 Porphyromonas
pasteri pokazalisu zadovoljavajucu sposobnostdiferencijacije kasnogstadija karcinoma (103).
Ovi nalazi dobiveni su na temelju ispiraka usne Supljine fizioloskom otopinom tijekom 30
sekundi i pljuvanjem u sterilnu epruvetu od 50 mL, nakon ¢ega je provedeno 16S rRNA

sekvencioniranje (103).

Slicnom metodom uzorkovanja uocen je razli¢it mikrobioloski profil sline u pacijenata s
oralnim i orofaringealnim karcinomom (104). Znacajkom oralnog i orofaringealnog karcinoma
pokazala se manja mikrobioloska raznolikost §to bi se moglo objasniti ranije spomenutim
Warburg u€¢inkom koji pogoduje rastu odredene skupine mikroba. Premda je uoceno smanjenje
brojnosti bakterija iz ve¢ine bakterijskih rodova (Haemophilus, Rothia, Corynebacterium,
Paludibacter, Porphyromonas i Capnocytophaga),znacajno veca prisutnost bakterija iz roda
Oribacterium karakterizirala je obje skupine te ih diferencirala od zdravih kontrola te onih s
visokim rizikom od obolijevanja (104). Odredeni rodovi, kao $to su Actinomyces i Prevotella
bili su brojniji u ispircima pacijenata s karcinomom usne Supljine te su ga razlikovali od

orofaringealnog karcinoma (104).

Analizom mikrobioma tkivnih i salivarnih uzoraka te MW -a istaknule su se odredene razlike.
Na razini bakterijskih rodova, unutar tkivnih uzoraka, izdvojili su se Acinetobacter i
Fusobacterium dok su rodovi Streptococcus 1 Prevotella predominirali u slini te MW-u (96).
Nadalje, u nestimuliranoj slini detektirani su bakterijski rodovi sa sposobnoséu razlikovanja
oralnog karcinoma 1 leukoplakije. Zamije¢en je osobit bakterijski pomak rodova
Megasphaera,Enterobacteriae, Salmonella i Prevotella, $to naglasava moguci dijagnosticki

znacaj bakterioma prilikom prac¢enja eventualne maligne transformacije leukoplakije (105).
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Planocelularni karcinom najc¢esca je maligna bolest usne Supljine s dobro poznatim rizicnim
¢imbenicima kao $to su pusSenje, konzumacija alkohola i Zvakanje betelova oraha (5). Oralni
mikrobiom, uz druge rizicne ¢cimbenike, mogao bi sudjelovati u nastanku ove bolesti. Glavnim
problemom mikrobnog djelovanja smatra se poticanje kroni¢ne upale koja zauzima vazno

mjesto kao etioloski ¢imbenik u nastanku karcinoma (45).

Disbiozu oralnog mikrobioma moguce je preusmjeriti prema eubioticnom stanju vaznom za
zdravlje organizma, a u literaturi se spominju razli¢ita djelovanja; dobro poznata mjera
provodenja oralne higijene Cetkicom 1 pastom za zube, ali 1 koriStenje sredstava kao $to su
antimikrobni peptidi, prebiotici, probiotici i modifikatori upalnog odgovora (106). Primjerice,
oralno primijenjeni probiotici mogu ograniciti prodor patogenih mikroba te djelovati kao
lokalni imunomodulatori, tite¢i tako oralnu sluznicu (106). Primjena ovakvih sredstava mogla
bi predstavljati svojevrsno preventivno djelovanje, barem na razini disbioze kao potencijalnog

riziénog ¢imbenika karcinomausne Supljine.

Vazno je usredotociti se na prevenciju kako bi se rizik od nastanka karcinoma usne Supljine
sveo nanajmanjimoguéi, medutim, ako se neoplazma ipak razvije, teznja je postaviti dijagnozu
u Sto ranijem stadiju bolesti. Salivarna dijagnostika podrazumijeva suvremeni pristup ranoj
detekciji razli¢itih bolesti. Slina ima mnoge prednosti koje je ¢ine vrijednom dijagnostickom
teku¢inom; lako je dostupna, njeno je uzorkovanje bezbolno, neinvazivno i jeftino (78).
Prikupljanjem uzoraka sline i analizom njena sastava, mogu se uociti odmaci od normalnog
nalaza. Napretkom metabolomike postalo je moguce izmjeriti razine razli¢itth metabolita u
malim uzorcima (72). S obzirom na to da slina oblaze cjelokupnu usnu Supljinu, neizbjezan je
njen kontakt s tkivom karcinoma. Zbog toga se unutar sline mogu pronaci i metaboliti stanica
karcinoma kojibimogli postatibiomarkerima bolesti. Do sada su promatrani razli¢itimetaboliti
1 njihove razlike medu slinom oboljelih i zdravih pojedinaca; valin, mlije¢na kiselina,

fenilalanin, glicin, prolin, kolin, betain, pipekoli¢na kiselina 1 drugi (86, 87, 89).

Osim §to sadrzi razli¢ite metabolite, slina odrazavai prisutnost razli¢itih mikroorganizama $to
bi takoder moglo posluZiti u dijagnozi karcinoma usne Supljine, ali i ovaj dijagnosti¢ki pristup
zahtijeva dodatna istrazivanja. Uoceno je da progresiju karcinoma prati povecanje
zastupljenosti fuzobakterija u uzorcimasline (103). Osim povecanjaudjela odredenih bakterija
u oboljelih od karcinoma, zabiljezeno je i smanjenje broja drugih bakterija. Promatrane su i
razlike medu oboljelima od oralnog karcinoma i zdravih osoba, ali i oboljelih od leukoplakije i

orofaringealnog karcinoma (102, 104, 105). Ako se pronade biomarker, odnosno kombinacija
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biomarkera zadovoljavajuce osjetljivosti i specifi¢nosti, salivarna dijagnostika mogla bi postati

adekvatna zamjena uobicajenim dijagnostickim metodama.
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5. ZAKLJUCAK
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Bakterijski mikrobiom moze doprinijeti nastanku oralnog karcinoma na mnogo nacina, a
njegovo potpuno razumijevanje pruzit ¢e nove pravce u dijagnostici, prevenciji i terapiji
karcinoma. Premda je proteklih godina zabiljeZen napredak u lije¢enju karcinoma usne Supljine,
petogodisnje prezivljenje pacijenata jos je uvijek na niskoj razini. Veliki problem predstavlja
cesto otkrivanje karcinoma u uznapredovanom stadiju zbog kasne pojave simptoma koji
izazivaju prvu sumnju na postojanje patologije. Salivarni biomarkeri imaju veliki potencijal u
ranoj dijagnostici karcinoma usne Supljine koja ¢e omogucditi rani pocetak lije€enja. Koriste¢i
slinu, kao lako dostupnu biolosku tekuc¢inu s jednostavnos¢u uzorkovanja, pacijentima bi
dijagnostic¢ki proces bio znatno ugodniji. Imajuéi u vidu da slina oblaze oralnu sluznicu,
razumljivo je da se u njoj mogu pronaci i metaboliti svojstveni izmijenjenom metabolizmu
karcinoma. Dostupna literatura, osim promjene metabolickog sastava sline, opisuje i razlike
bakterijskog sastava koje bi takoder mogle ukazivati na prisutnost karcinomausne Supljine. Pri
provedbi salivarne dijagnostike vaZzna je standardizacija uzoraka sline kako bi se njihovom
analizom dobili $to pouzdaniji nalazi. Premda je ovakav pristup jo§ uvijek u fazi istraZivanja, u
buduénosti bi moglo do¢i do njegove implementacije u svakodnevnu klinicku praksu. Budu¢i
da je oralni karcinom slozena bolest koja proizlazi iz niza medusobno ovisnih biokemijskih
promjena, skupina nekoliko razli¢itih biomarkera poboljsat ¢e osjetljivost i specifi¢nost u
njegovu otkricu. Nazalost, do danas ne postoji zadovoljavaju¢i biomarker ili skupina
biomarkera za rano otkrivanje karcinomausne Supljine, ali analize mikrobioma i metaboloma
sline osoba s karcinomom usne Supljine mogle bi otkriti nove potencijalne biljege te dati jos

mnogo informacija o samom karcinomu usne Supljine.
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