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WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW 1 OZNACZEN

ANp63

AA
ABL2
ADAM17
AgNORs

ATM
B7-DC
BCL1
BRCA1
CCDN3
CD31
Cdc2
CDK14

CHFR
CDH13
CDK
CDKNI1B
CDLE
cDNA

c-fos

CNV
COX-2

biatko p63 nalezace do rodziny bialek p53, izoforma pozba-
wiona regionu domeny transaktywacyjnej

aminy aromatyczne (aromatic amines)

gen kodujacy kinaze tyrozynowa

ADAM metallopeptidase domain 17

srebrnochlonne regiony organizujace jaderko (silver-absor-
bent regions orgnize nucleoli

gen kodujacy u czlowieka biatko APC (Adenomatous Polypo-
sis Coli — gruczolakowata polipowatos¢ okreznicy)

biatko (ataxia telangiectasia mutated protein)

receptor komoérek nowotworowych

bialko antyapoptotyczne

ludzki gen supresorowy (BReast CAncer genes 1)

biatko uczestniczace w proliferacji komoérek poprzez CDK14
przeciwcialo przeciw komérkom naczyn (angiosarcoma)
kinaza biatkowa (cell division cycle 2)

gen kodujacy cyklino zalezng kinaze 14 (cyclin dependent
kinasel4)

gen kodujacy ligaze proteolitycznej degradacji bialek, akty-
wowang przez czynniki stresowe w punkcie kontrolnym pro-
fazy (checkpoint with forkhead and ring finger domains)

gen kodujacy biatko kadheryny H (13)

kinaza zalezna od cytokin (cyclin-dependent kinase)

inhibitor cyklinozaleznej kinazy 1B (cyclin-dependent kinase
inhibitor 1B)

ogniskowa przewlekla posta¢ tocznia rumieniowatego ukla-
dowego (lupus erythematosus) (LE)

komplementarny DNA (complementary DNA)

komoérkowy protoonkogen, nalezacy do gendéw wczesnej
odpowiedzi komoérkowej, koduje czynnik transkrypcyjny
FOS

polimorfizm liczby kopii (copy number ariation)

gen cyklooksygenazy-2
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CSF
CSF1
CT
Ct
CXC

CYGB
DLGAP1
DMEN
DIT
E1AF
EFNAS
EGF
EGFR

eIF4E
ELISA
Etk/BMX
Ets-1

FadA

FGF
FMRP
Gl1

G2
GEC
GKAP
GLUT-1
GRO1
GRPR
GST
GSII'1
GTP
HGF
Hhal
HIV

HNSCC
HPV

Wrykaz stosowanych skrétéw i oznaczen

czynnik stymulujacy wzrost kolonii (colony-stimulating factor)
receptor

tomografia komputerowa (computed tomography)

poziom krytyczny fluoroscencii (treshold cycle)

gen zwigzany z procesem zapalnym i nowotworzeniem
(chemokiny)

cytoglobina

disks-large-associated protein 1

podtoze Dublecco Modified (substrates Dulbecco Modified)
ditiotreitol

czynnik transkrypcji

gen Efryna AS

naskérkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor)
receptor naskorkowego czynnika wzrostu (epidermal growthf
actor receptor)

eukariotyczny czynnik inicjujacy translacje
testimmunoenzymatyczny (enzyme-linkedimmunosorbent assay)
kinaza

zewnetrzne sekwencje transkrybowane-1 (extremal transcri-
bed spacery 1)

bialko adhexyjne z fusobacterium nukleatum (adhesive pro-
tein with fusobacterium nucleatum)

czynnik wzrostu fibroblastéw (fibroblasts growth factor)
fragile X mental retardation protein

rak wysokozréznicowany niski stopien zezlosliwienia

rak §redniozréznicowany posredni stopien zlosliwosci
komorki epidermalne dzigsta

kinaza guanylowa (guanyl kinase)

transporter glukozy (glucose transporters)

protoonkogen

receptor uwalniajacy peptyd gastryny

transferaza S-glutationowa (glutathione S-transferase)
transferaza S-glutationowa T1 (glutathione S-transferase T1)
guanozyno-S-trifosforan (guanose S-triphosphate)

czynnik wzrostu hepatocytéw (hepatocyts growth factor)
enzym restrukcyjny wrazliwy na metylacje

ludzki wirus niedoboru odporno$ci (human immunodefi-
ciency virus)

nowotwory glowy i szyi (head and neck tumors)

wirus brodawczaka ludzkiego (human papilloma virus)



IGF

IL
IncRNA
HOTAIR
INF (y)
INK4A
iNOS

IRAK1
JAK1

LCA
LDLR

LE

MAPK
MARKCCS
MGMT

miRNA
MMP-9

MMP
MMP-14
MMP-2
MMP-8
MMPs
MPL
MPN
mRNA
MS
MSF1

NAT
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insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor)
interleukina (interleukin)
dlugie niekodujace czasteczki RNA

interfeson gamma

gen supresorowy p16

indukowana syntetaza tlenku azotu (inducible nitric oxide
synthase)

kinaza-1 skojarzona z receptorem interleukin (interleukin-
receptor--associated kinase 1)

kinaza Janusowa-1 (Janus activated kinase 1)

tkanka bez zmiany nowotworowej

wsp6lne antygeny limfocytéw (lymphocyte common antygen)
gen receptor frakeji lipoprotein LDL w surowicy krwi (serum
lipoprotein LDL fraction receptor gene)

toczen rumieniowaty (lupus erythematosus)

kinazy bialkowe aktywujace replikacje DNA

substrat alaniny bogaty w kinazy C (myristoylated alanine-rich
protein kinase C substrate)

metylotransferaza 0-6-metyloguaninowa (0-6-methylgua-
nine-DNA methyltransferase)

mikro RNA

metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomoérkowej-9 (matrix
me- tallopeptidase 9)

metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (matrix
metalloproteinase)

metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej-14 (matrix
metalloproteinase 14)

metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej-2 (matrix
metalloproteinase 2)

metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej-8 (matrix
metalloproteinase 8)

macierz metaloproteinaz (matrix metalloproteinases)
receptor dla trombopoetryny (receptor for thrombopoetrine)
nowotwér mieloproliferacyjny (myeloproliferative neoplasm)
matrycowy/informacyjny RNA (messenger RNA)

biatka szlaku cieplnego (heat shock factor)

biatka szlaku cieplnego-F1 (heat shock factor F1)

tkanka zmieniona nowotworowo

transferaza N-acetylowa (acetyv N-transferase)
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NC
NGS
NMDA
NMDAR
NMR
NNA
NSE
0GG1
OSCC
OSMF
P2X7
p27Kipl

p38
pS3
PCNA

PCR
PDCD4

PDGF
PET-CT
PI3K

pmirGLO
Pro-MMP-9

PTEN
PWA
RB6

RCC2
ROS
RT

RwW
SCC-25

SLE
SMA

Wrykaz stosowanych skrétéw i oznaczen

stala normalizacji (normalisation constant)
sekwencjonowanie nowej generacji (new generation sequencing)
kwas N-metylo-D-asparaginowy (N-methyl-D-aspartic acid)
receptor komérkowy (N-methyl-D-aspartic acid)
magnetyczny rezonans jadrowy (nuclear magnetic resonance)
N-nitrozaminy (N-nitrosamines)

przeciwciala przeciw komérkom nerwowym (neurosarcoma)
glikozylaza DNA

kompleksowe profilowanie molekularne

wldknienie pod$luzéwkowe jamy ustnej (oral submucosus fibrosis)
receptor purynergiczny (purynergic receptor)

inhibitor cyklino-zaleznej kinazy (cycle inhibitor with depen-
dent kinase)

kinaza biatkowa 38 (protein kinase 38)

biatko 53 (tumor protein 53)

jadrowy antygen komérek proliferujacych (proliferating cel
nuclear antygen)

taicuchowa reakcja polimeryzacji (polymerase chain reaction)
czynnik programowanej $mierci komérki (programmed cell
death protein)

plytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor)
pozytonowa tomografia emisyjna (position emissive tomography)
inhibitor szlaku 3-kinazy (fosfatydyloinozylan phosphatidyli-
nositide 3-kinases)

wektor/plazmid

metaloproteinaza pro-macierzowa-9 (pro matrix metaloprote-
inase 9)

phosphatase and tensin homolog delated of chromosome ten
weglowodory aromatyczne (aromatic hydrocarbons)
receptory jadrowe dla retinoidéw (nuclear receptors for reti-
noids)

telefazowe biatko krazkowe (telophase disc protein)
reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)

odwrotna transkryptaza (reverese transcriptase)

rak wargi (carcinoma labii)

linia komodrkowa ludzkich komorek raka plaskonablonko-
wego jezyka

postaé uktadowa LE (lupus erythematosus systemicus)
przeciwciala przeciw mig$niom gladkim (leiomyosarcoma)



SNP

Stat3

TAD

TAE

TAp63

TGF

TGF (betaB)

TIM Ps

TIMP
TIMP3

TNF
TNM

TPS3
TPM1
Xba
XPD
XRCC1
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polimorfizm pojedynczych nukleotydéw (single nucleotide
polymorphism)

kinaza

domena transaktywacyjna (transactivation domain)

bufor TRIS-octan-EDTA

polimorficzne biatko-63 (polimorphic protein 63)
transformujacy czynnik wzrostu (transforming growth factor)
transformujacy cynnik wzrostu beta (transforming growth
factor beta)

tkankowy inhibitor metaloproteinaz (tissue inhibitors of
MMPs)

inhibitor metaloproteinazy (metaloproteinase inhibitor)
tkankowy inhibitor metaloproteinazy 3 (metaloproteinase
inhibitor 3)

(alfa) czynnik martwiczy guza

guz-wezly chlonne-przerzuty odlegte (tumor-nodules-meta-
stases)

gen 53 polozony na chromosomie 17 (gen $3-locus 17p13)
tropomyosin alpha 1

enzym restrykcyjny

bialko naprawy, helikaza ATP zalezna

biatko znakowane naprawy DNA






WSTEP

Nowotwor jest rozrostem patologicznych komorek, ktore staja si¢ nie-
podatne na dziatanie czynnikéw ustrojowych, regulujacych rozmnazanie, roz-
nicowanie i dojrzewanie. Taki stan powoduje niekontrolowany rozrost komoérek
potomnych, niezgodnych z potrzebami organizmu i coraz bardziej opornych na
sygnaly regulacyjne [1-4].

Jednocze$nie w komdrkach nowotworowych/rakowych dochodzi do zata-
mania mechanizméw kontrolujacych prawidlowy wzrost komorki. Wzrost
i réznicowanie komoérki prawidtowej podlega wielu mechanizmom kontrol-
nym réznych typéw. W przypadku transformacji nowotworowej dochodzi do
calkowitej utraty kontroli nad komérkami wywolujacymi te transformacje.

Statystycznie tylko choroby ukladu sercowo-naczyniowego wywoluja
wieksza $miertelnos¢, a nowotwory to druga w kolejnosci przyczyna zgonow
w Europie i Ameryce Pélnocnej [S, 6].

Przewidziano, ze w ciagu najblizszych 25 lat dojdzie do podwojenia
zachorowalno$ci na nowotwory, a okolo 70% dotyczy¢ ma panstw rozwija-
jacych sie [7-9].

Nowotwory nablonkowe jamy ustnej stanowia okolo 3% wszystkich
nowotwordéw zlosliwych na $wiecie, co stanowi okolo 500 tysiecy nowych
przypadkow rocznie [8, 9]. Tak duza liczba chorych stanowié¢ zaczyna istotny
problem zdrowotny wéréd ludnosci. Wystepowanie raka jamy ustnej obser-
wuje sie najczesciej u 0oséb po 40 roku zycia i z badai wynika, iz mezczyZzni
dwukrotnie czesciej zapadaja na te chorobe [12-14].

Zmiany te mozna stosunkowo wecze$nie wykry¢ i leczy¢ [15], ale nadal
spory procent spoleczenistwa nie przyklada do tego wagi. Czg¢é¢ oséb zanie-
dbuje badania w obawie przed wykryciem niepokojacych zmian lub twierdzi,
ze nic im nie zagraza [15]. Dopiero powiekszajacy sie guz w obrebie twarzy,
okolicy podzuchwowej lub szyi sklania chorego do szukania pomocy lekarskie;j.
Bardzo czesto s to juz liczne przerzuty do weztéw chlonnych, ktérym moze
towarzyszy¢ bol twarzy [16, 17]. Dlatego bardzo wazna jest profilaktyka prze-
ciwnowotworowa, doktadne badanie jamy ustnej i zebrany wywiad w gabine-
tach stomatologicznych [15].






RozpziAr 1

PATOFIZJOLOGIA, MUTAGENEZA,
ONKOGENEZA TKANEK

Jama ustna to jedno z miejsc najbardziej narazonych na dzialanie czynnikéw
zewnetrznych — zaréwno fizycznych, jak i chemicznych. Bezposérednimi istot-
nymi czynnikami karcynogennymi s3 réznorakie uzywki, gdzie palenie tyto-
niu, karcynogeny - gléwnie weglowodory aromatyczne (PWA), N-nitrozaminy
(NNA) oraz aminy aromatyczne (AA) i spozywanie alkoholu stanowig istotne
czynniki ryzyka, miedzy innymi w raku plaskonablonkowym jamy ustnej. Ich
skojarzenie daje efekt synergiczny. Palenie papieroséw zawierajacych rézne
iloéci substancji smolistych, zwigksza ryzyko wystapienia raka jamy ustnej
8-16 krotnie [13, 11, 16]. Alkohol moze zawiera¢ substancje karcynogenne
np. etanol, ktéry ulega przemianom metabolicznym pod wplywem dehydroge-
nazy alkoholowej i w pewnym stopniu cytochromu P450 do acetaldehydu [17].

Wiekszos¢ mutagendéw jest karcynogenna. Wsréd mutagendw fizycz-
nych przypomnie¢ nalezy szkodliwe dzialanie promieniowania jonizujacego
X i gamma oraz niejonizujacego UV. W tym ostatnim przypadku wieksza
uwage skupi¢ nalezy na bezustannie kreowanej modzie na intensywna opale-
nizne. Z punktu widzenia patofizjologii tkanek produktami uszkodzenia DNA,
wskutek nadmiernego naswietlania promieniami UV, sa dimery pirymidy-
nowe. Nadmierne narazenie na dzialanie promieni stonecznych moze spowo-
dowac zachorowanie na raka wargi [7, 18, 19, 20].

Takze zucie tytoniu — praktykowane np. w niektérych czeéciach Azji lub
nawyk stosowania orzechéw arekibetelu, potwierdzily zwigkszenie zachoro-
walnosci na nowotwory blony sluzowej. Nieprawidtowa higiena jamy ustnej,
prochnica, zle dopasowane uzupelnienia protetyczne stanowig istotne ryzyko
zachorowania [11, 15]. W znacznej czesci przypadkéw leukoplakii guzkowa-
tej wystepuje infekcja grzybami rodzaju Candida [22, 23]. Réwniez wirusy
moga indukowaé nowotwory przez zmiang DNA i chromosoméw komorek
oraz poprzez stymulowanie zaburzonej proliferacji [11, 16]. Sugeruje si¢, ze
czynnikiem odgrywajacym role w powstaniu raka jamy ustnej jest tez wirus
brodawczaka ludzkiego (HPV), a takze wskazuje si¢ na role wirusa ludzkiego
niedoboru odpornosci (HIV) [24, 14, 25]. Indywidualna podatnos¢ na raka
moze by¢ zwigzana z konkretnym genotypem, skutkujacym zwiekszona eks-
pozycja na karcynogen w wyniku zaburzenn metabolizmu. Najwazniejszymi
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z karcynogenéw chemicznych sa jednak aminy aromatyczne (arylaminy
iaminy heterocykliczne) [17]. Czynniki alkilujace i arylujace wytwarzaja rézne
zwigzki addycyjne, ktére moga blokowa¢ transkrypcje i replikacje oraz powo-
dowa¢ mutacje przez bezposrednia lub posrednia mutageneze. W przypadku
tej pierwszej — jesli w macierzystym DNA znajdzie si¢ analog zasady lub zasada
zmodyfikowana o odmiennych wladciwoéciach tworzenia par, ktéra nie zosta-
nie usunieta przed przej$ciem widelek replikacyjnych, to do potomnego DNA
moze zosta¢ wlaczona niewlasciwa zasada. Druga runda replikacji utrwala te
zmiang jako mutacje staly. Wigkszos¢ uszkodzenn DNA ulega korelacji szlakami
mechanizméw naprawy przed przejsciem widelek replikacyjnych.

W przypadku mutagenezy posredniej przy braku naprawy, zgodnie ze
wspomnianym wyzej mechanizmem, moze doj$¢ do blednej syntezy DNA
z udzialem wyspecjalizowanej polimerazy DNA i jedna lub wiecej zasad zosta-
nie wbudowana naprzeciw uszkodzenia [7, 10, 18, 19, 20].

Inng z wielu przyczyn moga by¢ czynniki genetyczne. Sprzyjaja one kon-
troli wzrostu, natomiast ich mutacje moga uniemozliwi¢ dzialanie mechani-
zmow kontrolnych. Z jednej strony udowodniono, ze wystapienie nowotworu
ma podloze genetyczne, ale to akumulacja pewnych mutacji w komoérkach
odpowiada za karcynogeneze.

Wyodrebniono 3 grupy genéw odpowiedzialnych, w zalezno$ci od kie-
runku dalszych przemian, za nabycie lub utrate funkcji poprzez mutacje.

Bezposrednia przyczyna powstania nowotworzenia na poziomie tkanek
jest ekspresja onkogenéw. Proonkogeny to ich nieaktywna forma w tkankach.
Ulegajac mutacji, prowadza do syntezy onkoprotein (odpowiadaja za pobu-
dzenie do namnazania i podzialéw komorek, bedacych dotychczas w fazie
spoczynkowej) lub syntezy zmutowanej formy tego biatka. Mutacje w pro-
onkogenach (mutacje punktowe, translokacje czy amplifikacje) prowadza
bardzo czesto do ich niekontrolowanej aktywacji. Zidentyfikowano ponad
500 proonkogenéw, wsrdd nich najczesciej protoonkogeny RAS. Zmuto-
wane wersje proonkogenu RAS lokalizowano w nowotworach glowy i szyi.
Ich produktami sg bialka o aktywnosci kinazy, przenoszace sygnaly z recep-
torow powierzchni komoérek do ich wnetrza, wplywajac na proliferacje
i dojrzewanie. Innym proonkogenem, réwniez wigzanym z wystgpowaniem
nowotworéw glowy i szyi, jest gen BCL1, ktérego zmutowana forma wplywa
na pobudzenie proliferacji komorek. Z kolei warto wspomnie¢ o ,strazniku
genomu” — gen TPS3. W komoérkach z mutacja lub utrata tego genu uszko-
dzenie DNA nie zatrzymuje cyklu komérkowego ani nie uruchamia genéw
naprawy [ 14, 26,27, 28].

Zaobserwowano wytwarzanie fenotypu nowotworowego komorek wskutek
zmian w kontroli cyklu komdrkowego, apoptozy, czy naprawy DNA. Bezposrednia
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przyczyna s3 zmiany epigenetyczne, w postaci hipermetylacji DNA w obrebie
genéw supresorowych, powodujace zablokowanie ich funkji [27].

W wyniku nieustannej ekspozycji na karcynogeny i niedostatecznej na-
prawy uszkodzeri DNA dochodzi do przesuniecia réwnowagi uszkodzenie-
naprawa w kierunku uszkodzen. Doprowadza to do sytuacji, w ktérej uszkodze-
nia DNA zaczynaja wplywa¢ na nieprawidlowa synteze istotnych dla komérki
bialek, miedzy innymi biatka p16. Innym przykladem o kluczowym znacze-
niu jest uszkodzenie genu kodujacego biatko p53. W wyniku tego nastepuje
utrata kontroli nad cyklem komdrkowym i w konsekwencji niekontrolowane
podzialy komoérkowe. Biatko pS3 jest sensorem uszkodzen w DNA, jak réw-
niez czynnikiem transkrypcyjnym dla niektérych genéw zwiazanych z proce-
sem apoptozy oraz aktywatorem genéw kodujacych proteazy zwane kaspazami.
W kontroli mechanizméw prawidtowego przebiegu cyklu komoérkowego wazna
role odgrywaja réwniez produkty bialkowe genu RB1. Bialko RB1 w komoérce
odgrywa role platformy dokujacej dla czynnikéw transkrypcyjnych z rodziny
E2F. Czynniki te s3 aktywatorami wczesnych genéw fazy G1, rodzin genéw
FOS, JUN. Na tym samym etapie, ale w odmiennym mechanizmie, dziatanie
prokarcynogenne wykazuja wirusy HPV. Poprzez integracje wlasnego mate-
rialu genetycznego z DNA gospodarza zmuszaja komoérki do produkcji biatka
E6, ktore z kolei oddziatuje z biatkiem p53, powodujac jego inaktywacje [29].

Istotng role w utrzymaniu homeostazy komoérek pelnig ich mitochondria,
ktore zawieraja wlasny kod genetyczny. W mechanizmach hamujacych apop-
toze, efektem ubocznym moga by¢ pojedyncze mutacje ich genomu. Stwier-
dzono akumulacje bursztynianéw, hamujacych degradacje czynnika HIF-1alfa,
awiec tendencje do wydluzenia zycia. Sam czynnik indukuje angiogeneze, czyli
istotny proces z punktu widzenia przetrwania komoérki nowotworowej [30].

W nowotworach jamy ustnej zaobserwowano pogarszajace rokowania
w leczeniu, zjawisko nadekspresji EGFR (receptora naskérkowego czynnika
wzrostu). Te nadekspresje zaobserwowano w ponad 80% przypadkéw nowo-
tworéw jamy ustnej, w ktérych deregulacje receptora poprzez jego fosforylacje
daja proliferacje i inwazje.

Wiréd badan molekularnych w wykrywaniu nowotworéw jamy ustnej
korzysta si¢ z oznaczen: cykliny D1, Ki67, angiogenezy na podstawie receptora
EGFR, kariotypowania utraty 1p, 11q13 [31].

Niezwykle interesujace sa obserwacje wplywu polimorfizméw genéw
kodujacych biatka enzymatyczne na stymulacje proceséw nowotworowych.
Katalizujaca acetylacj¢ amin — NAT (transferaza N-acetylowa), czy GST
(transferaza S-glutationowa) detoksykujaca, to przyklady enzyméw z udo-
wodnionym wzrostem aktywno$ci w obserwowanych zjawiskach. Innym
przykladem sa polimorfizmy pojedynczych nukleotydéw w nadekspresji
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cyklooksygenazy 2, w potencjalnie ztosliwych zmianach i rakach plasko-
-nablonkowych jamy ustnej [27].

Zaobserwowane zmiany w ekspresji gendéw regulujacych szlaki meta-
boliczne glukozy, przes§ledzone na podstawie mutacji GLUT-1, wykazaly,
ze wzmozona aktywno$¢ metaboliczna moze odpowiadaé za przyspieszenie
przejscia stanéw dysplazji nablonka jamy ustnej w proces nowotworowy, za
ktéry odpowiada mutacja [32].

Udowodniono, ze nacieki i zmiany w wezlach chlonnych poprzez zwigk-
szona migracje komodrek zmienionych nowotworowo moga by¢ stymulowane
zwigkszong aktywnoscig metaloproteinaz (MMP) i deregulacja inhibitoréw
metaloproteinaz (TIMP) [30].

Destrukcja blony podstawnej oraz naciek komérek nowotworowych btony
lacznotkankowej moze prowadzi¢ do przerzutéw w poczatkowych fazach roz-
woju nowotworéw nablonkowych. Zaobserwowane wzrosty pozioméw meta-
loproteinaz i ich inhibitoréw towarzysza wzrostom uwalnianych mediatoréw
zapalnych i enzyméw proteolitycznych [33].

W rozwoju raka jamy ustnej poczatkowo stwierdza si¢ pojedyncze mutacje
DNA, ktére zaobserwowano w obrebie genéw krytycznych, w nastepnej fazie
(promociji) dochodzi do rozwoju guza w wyniku proliferacji komérek zmuto-
wanych. Wreszcie w ostatnim, trzecim etapie, dochodzi do destrukeji struk-
tur macierzy komoérkowych i wzrostu aktywnosci metaloproteinaz: MMP-2,
MMP-9, MMP-14, a zwlaszcza MMP-8 [11,23].

Inna grupa bialek, wplywajaca na angiogeneze i regulacje stanu zapalnego, sa
cytokiny. Zaburzone w raku jamy ustnej regulacje wytwarzania i wpltyw na roz-
rost zaobserwowano, badajac polimorfizmy TNF-alfa, IL-beta, IL-6 1 IL-8 [34].
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STANY PRZEDNOWOTWOROWE

W wiekszo$ci przypadkéw powstanie raka jamy ustnej poprzedzaja zmiany
przednowotworowe takie jak: leukoplakia, erytroplakia, wtdknienie podslu-
zéwkowe (oral submucosal fibrosis OSMF), liszaj ptaski (oral submucolis), zapa-
lenie czerwieni wargowej (actinic chelitis), toczert rumieniowaty (lupus ery-
thematosus), posrodkowe romboidalne zapalenie jezyka (glossitis rhomboidea
mediana) [13,28, 35 ].

Leukoplakia — najczesciej spotykana zmiana w jamie ustnej, obserwowana
przez lekarzy stomatolog6w i najbardziej przewlekla (ryc. 1) [14]. Jest definio-
wana przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO) jako ,biata fata lub plytka,
ktorej nie mozna zeskrobac i na jej podstawie rozpozna¢ klinicznie oraz histo-
patologicznie jakiejkolwiek innej choroby” [24]. To nadmierne, tagodne rogo-
wacenie bardzo czesto przeksztalca si¢ w zmiane nowotworowa, zwlaszcza iz
bardzo czgsto zmianom towarzyszy uzyskiwana w wywiadzie cecha nadmier-
nego palenia tytoniu lub/i picia alkoholu [16].

Rycina 1. Leukoplakia kata ust!

' Wszystkie ryciny i tabele zostaty opracowane przez autorke.
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Rzadziej wystepujaca zmiana, ktéra predysponuje do przeksztalcenia sie
w zmiang nowotworows, jest erytroplakia (ryc. 2) [24]. Wedtug WHO jest
to jakakolwiek zmiana na blonie §luzowej jamy ustnej lub krtani, objawiajaca
sie jako jaskrawoczerwona aksamitna otoczka, ktorej nie mozna scharakteryzo-
wa¢ klinicznie lub patologicznie jako jakakolwiek inng chorobe [36]. Zmiana
rozwija si¢ zazwyczaj na dnie jamy ustnej (28%),w okolicy trojkata zatrzonow-
cowego, na dzigstach w Zuchwie oraz na trzonie i bocznej powierzchni jezyka.
Chociaz rogowacenie czerwone nie jest czeste, to stopien jego zezlosliwienia
jest najwiekszy.

Rycina 2. Erytroplakia policzka lewego

W 1978 roku zaliczony przez WHO do stanéw przedrakowych zostal takze
liszaj plaski. Wystepuje on najczesciej u dorostych kobiet. Nie stwierdzono w nim
mutacji biatka supresorowego p53 [37]. W jamie ustnej na blonie policzka na
wysokosci linii zgryzu widzimy biale lub bialo-szare wykwity, czesto bardzo
bolesne, ktére ukladaja sie¢ w lekko wyniosla siateczke. Rownie czesto obser-
wuje sie zmiany zanikowe rogowaciejace, pecherzowe, nadzerkowe i wrzodzie-
jace. Pacjent zglasza uczucie pieczenia, palenia, obecnosci ciata obcego, mrowienia,
wzmozonego napiecia, metalicznego posmaku, suchosci blony sluzowej lub wzmo-
zonego wydzielania $liny [38].

Inng zmiang przednowotworows, ktéra mozna zaobserwowa¢ w jamie ust-
nej, jest romboidalne zapalenie $rodkowej czesci jezyka (glossitis rhomboidea
mediana). Klinicznie zmiana ta umiejscowiona jest na grzbiecie tylnej czesci
jezyka, tuz przed brodawkami okolonymi, blisko nasady jezyka. Zmiana pozba-
wiona jest brodawek jezykowych. Ma ksztatt romboidalny o zywoczerwonej
barwie, powierzchni gladkiej lub z polipowatymi wyniosto$ciami, blyszczaca,
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wyraznie odgraniczona od sasiadujacej blony $luzowej. Wéréd czynnikéw
etiopatogenetycznych obecnie uwaza sie zakazenie grzybicze, przewlekly stan
zapalny, a takze wade rozwojowa — przetrwanie nieparzystego guzka jezyka.
Zmiane te czesciej opisywano u chorych leczonych immunosupresyijnie, cho-
rych na cukrzyce lub AIDS. Zapalenie to nie daje dolegliwosci subiektywnych
ijest oporne naleczenie [37].

Toczerr rumieniowaty LE (lupus erythematosus) to choroba skéry i bton
$luzowych zaliczana do grupy kolagenoz. Toczen rumieniowaty wystepuje
w trzech postaciach: ogniskowej przewleklej (lupus erythematosus — CDLE)
dotyczacej tylko skéry, uktadowej (lupus erythematosus systemicus — SLE) zajmu-
jacej liczne narzady wewnetrzne oraz jako posta¢ podostra skdrna z objawami
ukladowymi. W CDLE zmiany charakterystyczne w postaci motyla wyste-
puja symetrycznie na grzbiecie nosa. W jamie ustnej wykwity $rédustne w LE
obserwujemy na wardze (czerwone zmiany obwodowe z bialym lub srebrnym
brzegiem, pokrytym tuskami) lub na blonie sluzowej policzkéw, podniebienia,
dzigsla (odosobniona biata blaszka) [43].

Wi16knienie podsluzéwkowe jamy ustnej (oral submucous fibrosis — OSMF)
to przewlekla, postepujaca choroba, w ktérej w jamie ustnej dochodzi do
zmiany elastyczno$ci blony podsluzowej. Odczuwalne objawy to uczucie pale-
nia i bédl, utrata smaku, obecno$¢ bladych pasm widknistych oraz sztywnosé
blony sluzowej jamy ustnej i gardta. Moze doj$¢ nawet do szczekoscisku. Widk-
nienie podéluzéwkowe wystepuje w Indiach i Azji Poludniowo-Wschodniej
i wiaze si¢ z zuciem orzechéw areki. W 3-19% moze doj$¢ do rozwoju raka
plaskonablonkowego [17].

Zapalenie czerwieni wargowe;j (actinic cheilitis) wystepuje w obrebie wargi
dolnej, gdzie obserwuje si¢ sucho$¢ warg, zaczerwienienie, obrzek, zluszcza-
nie naskorka, owrzodzenia i strupy. Wystepuje gléwnie u mezczyzn w starszym
wieku [43].
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Proces nowotworowy moze rozwing¢ si¢ w kazdej tkance ustroju oraz
w kazdym okresie zycia czlowieka i wykrywany jest on najczesciej do$¢ przy-
padkowo. Charakterystyke komérek nowotworowych przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Charakterystyka komorek nowotworowych

Cechy nabywane podczas procesu powstawania nowotworu zlosliwego

Nieograniczony potencjal proliferacyjny

Niereagowanie na czynniki przeciwwzrostowe

Samowystarczalno$¢ pod wzgledem czynnikéw wzrostu

Unikanie apoptozy

Zdolnos¢ do naciekania i dawania przerzutéw

Podtrzymywanie angiogenezy

Unikanie wykrycia przez uktad immunologiczny

Dodatkowe cechy komoérek nowotworu ztosliwego

Cecha Opis
Stres Prawidtowe komorki uzyskuja energie gtéwnie za pomoca mito-
metaboliczny chondrialnej fosforylacji oksydacyjnej. Komorki nowotworowe

uzyskuja energie w mniej efektywnym procesie glikolizy, pod-
czas ktorego powstaje kwas mlekowy. Powoduje to wzrost zapo-
trzebowania na glukoze w komérkach nowotworu. Ta zmiana
w metabolizmie pozwala komérkom nowotworowym, rozwijaé
si¢ w niesprzyjajacym srodowisku ubogim w tlen i zakwasza mi-
kro$rodowisko guza, sprzyjajac naciekaniu i upoéledzeniu od-
powiedzi immunologicznej

Stres Stan ten wplywa na aktywacje biatek szoku cieplnego. Ich ak-
proteotoksyczny tywacje wywoluje podniesienie temperatury, ale takze inne
czynniki uszkadzajace, réwniez te zwigzane z nowotworzeniem,

gléwnie z aneuploidia
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Tabela 1 (cd.)

Cecha Opis

Stres mitotyczny Niestabilnos$¢ genomu przejawia sie m.in. w niestabilnosci chro-
mosomalnej i prowadzi do nieprawidlowej segregacji chromo-
somow podczas mitozy

Stres Stan braku réwnowagi pomiedzy dziataniem reaktywnych form
oksydacyjny tlenu (reactive oxigene species; ROS) a biologiczna zdolnoscia do
detoksykacji lub naprawy powstalych zmian

Uszkodzenia DNA Niestabilnos¢ genomu prowadzi do kumulacji mutacji punk-
towych, delecji, rearanzacji chromosomalnych i aneuploidii.
Uszkodzenie DNA prawidtowej komorki hamuje proliferacje
i zapoczatkowuje apoptoze. Komoérki nowotworu kontynuuja

proliferacje w obecnosci uszkodzonego DNA

Okreslenie ,rak jamy ustnej” obejmuje nowotwory zlosliwe wywodzace
sie z nablonka, ktére rozwijaja si¢ w tkankach jamy ustnej, z czego najwiek-
szy odsetek to rak plaskonablonkowy. Aby rozpoczaé leczenie, nalezy dokona¢
oceny stopnia zaawansowania procesu chorobowego [9, 39].

W odniesieniu do nowotworéw zlosliwych glowy i szyi stosuje si¢ klasy-
fikacje zaawansowania klinicznego TNM (tumor-node-metastasis) i patomorfo-
logicznego (pPTNM) rekomendowang przez Union Internationale Cancer oraz
American Joint Commitee on Cancer (UICC/AJCC) (2009) [14-16].

Klasyfikacja stopnia klinicznego zaawansowania rakéw narzadow glowy
iszyi - guz:

Tx - nie mozna oceni¢ guza pierwotnego;

To — brak klinicznych cech guza pierwotnego;

Ti — nowotwor przedinwazyjny - rak in situ;

T1 - guz nieprzekraczajacy 2 cm w najwiekszym wymiarze;

T2 - guz nieprzekraczajacy 4 cm w najwiekszym wymiarze;

T3 - guz przekraczajacy 4 cm w najwiekszym wymiarze;

T4 (warga) — guz przekracza korowa warstwe kosci, nacieka nerw zgbodo-
lowy dolny, dno jamy ustnej lub skére twarzy;

T4a (jama ustna) — guz nacieka struktury otaczajace (poprzez korowa
warstwe — kosci glebokie, zewnetrzne mieénie jezyka: brédkowo-jezykowy,
gnykowo-jezykowy, podniebienno-jezykowy oraz zatoke szczekowsa, skore
twarzy) ;

T4b - guz nacieka mie$nie zwacze, wyrostek skrzydlowy, podstawe czaszki
i/lub tetnice szyjna wewnetrzna.
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Klasyfikacja oceny wezléw chlonnych szyi — cecha N (klasyfikacja stopnia
klinicznego zaawansowania rakéw narzadu glowy i szyi - UICC/AJCC TNM
22009 1.).

Wspdlna dla wszystkich lokalizacji:

Nx - regionalne wezty chtonne nie moga by¢ oceniane;

No - brak przerzutéw do regionalnych weztéw chlonnych;

N1 - przerzut w pojedynczym wezle chlonnym po stronie guza, osiagajacy
w najwiekszym wymiarze <3 cm;

N2 - przerzuty zaawansowane, w ktorych wezly chlonne osiagaja wymiary
>3 cm.

Ocena przerzutéw w odleglych narzadach — cecha M (klasyfikacja stopnia
klinicznego zaawansowania rakéw narzadu glowy i szyi - UICC/AJCC TNM
22009 1.).

Wspolna dla wszystkich lokalizacji:

Mx - przerzuty odlegle nie s ocenione;

Mo - przerzuty odlegle nieobecne;

M1 - przerzuty odlegle obecne.

Amerykanskie Kolegium Patologéw (College of American Pathologists
— CAP) zaleca ocene nacieku raka poza glebokoscia, jego obecnos¢ w $wietle
naczyn chonnych i limfatycznych oraz perineurium [40].
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PRZEGLAD NOWOTWOROW JAMY USTNE]

Rokowanie i dlugo$¢ przezycia u pacjentéw z rakiem jamy ustnej zalezy od
wielu czynnikéw. Najwazniejszy to stopieri zaawansowania nowotworu [41].
Niewatpliwy wplyw na ostateczny wynik leczenia maja tez: 0gdlny stan zdrowia,
choroby wspélistniejace, odzywianie (spozywanie warzyw bogatych w beta-
-karoten i cytruséw) oraz sprawnoé¢ ukladu immunologicznego [42, 43].

W jamie ustnej czgsto mozna zaobserwowac objawy, ktore moga swiadczy¢
o mozliwosci wystapienia raka jamy ustnej [ 14, 22]. Sa to niegojace sie nadzerki,
biala lub czerwona plama na dziaslach, jezyku, migdatkach, ktéra nie daje sig
zetrze¢. Czasem bol gardla lub uczucie ciala obcego w gardle. Trudnosci w zuciu
i polykaniu albo trudno$ci w poruszaniu zuchwa badz jezykiem. Dretwienie
jezyka lub innej okolicy jamy ustnej. Obrzgk tkanek miekkich jamy ustnej,
szczeki lub zuchwy wynikajacy ze zle dopasowanego uzupelnienia protetycz-
nego. Rozchwianie zegbow niewynikajace z paradontozy, zmiana glosu, utrata
masy ciata albo grudka wyczuwalna na policzku, ewentualnie na szyi [13, 17].

Okoto 90% rakéw jamy ustnej i szyi stanowig raki plaskonablonkowe (car-
cinoma planoepitheliae), ktére wywodza sie z nierogowaciejacego nablonka wie-
lowarstwowego plaskiego (ryc. 3) [S, 6, 44].

Rycina 3. Rak plaskonablonkowy dziasta czesci zebodolowej zuchwy
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W obrebie jamy ustnej, krtani i krtaniowej czeéci gardta najczeséciej wyste-
puja raki ptaskonablonkowe wysoko i §rednio zréznicowane (stopnie G1i G2).
Stopien zrdznicowania wplywa na przebieg chordb i podatno$¢ na leczenie.
Raki o wysokim i §rednim zréznicowaniu maja wzglednie powolna progresje,
a odnotowywane przerzuty s najczeéciej do regionalnych wezléw chlonnych
(ryc. 4). Przerzuty do odlegtych narzadéw stanowia 10-20% [S, 41].

Rycina 4. Przerzut raka plaskonablonkowego dna jamy ustnej do weztéw chfonnych
podzuchwowych z zajeciem przyleglej skory okolicy podzuchwowej

Tabela 2. Terminologia w ocenie patologii onkologicznej

Okreslenie Znaczenie
Anaplazja Odréznicowanie
Atypia Nieprawidlowa budowa komérek. Termin ten czesto kojarzony jest

z przemiang nowotworowa komérek, powinien jednak by¢ sprecyzo-
wany, czy chodzi o atypie nowotworowa, np. w zmianach przedrako-
wych, czy atypie o charakterze, np. degeneracyjnym. Znaczenie ma
kontekst, w jakim okreslenie atypia jest uzyte

Chloniak Nowotwor zlosliwy wywodzacy sie z komoérek chlonnych systemu
immunologicznego. Nowotwory te tworzg lite guzy, zbudowane z ko-
morek nowotworowych pochodzenia limfatycznego. Prezentujg im-
munohistochemicznie reakcje barwna po zastosowaniu przeciwcial
przeciw LCA (ang. lymphocyte common antygen). Dodatkowe przeciw-
ciala wraz z cechami morfologicznymi pozwalaja okresli¢ specyficzne
cechy komérek chlonnych i ustali¢ ich typ CD3 (komérki T), CD20
(komérki B) i in.
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Czerniak Jest to nowotwdr zlosliwy, wywodzacy sie z melanocytéw. Nowotwo-
ry te prezentuja immunohistochemicznie reakcje barwna po zastoso-
waniu przeciwcial przeciw melanocytom (np. melan A, HMB4S i in.)

Desmoplazja Rozrost tkanki Iacznej (zrebu) towarzyszacy nowotworowi

Dysplazja Nieprawidlowe dojrzewanie komoérek

Guz W polskiej medycynie termin guz uzywany jest zaréwno dla okregle-
nia guzéw nowotworowych jak i o innej etiologii. W terminologii an-
gielskiej okreglenie guz (tumor) jest synonimem nowotworu

Hiperplazja Zwigkszenie liczby komoérek

Metaplazja Zmiana jednego typu komérek w inny

Migsak Nowotwor zlosliwy wywodzacy sie z tkanki tacznej (z mezodermy)

(ang. sarcoma)

z tkanek: kostnej, chrzestnej, tluszczowej, naczyniowej, mig$niowej,
nerwowej. Nowotwory te okre$lane sa réwniez nowotworami tkanek
miekkich. Prezentuja immunohistochemicznie reakcje barwna po za-
stosowaniu przeciwcial przeciw wimentynie (vimentin). Réznicowa-
nie w tej grupie nowotworéw moze odbywac sie na podstawie cech
morfologicznych lub np. immunohistochemicznych:

SMA - przeciwcialo przeciw mig$niom gladkim — leiomyosarcoma,
CD31 - przeciwcialo przeciw komérkom naczyn — angiosarcoma,
NSE - przeciwcialo przeciw komérkom nerwowym — neurosarcoma i in.

Neoplazja

Nieprawidlowa proliferacja; nowotworzenie

Nowotwor
potencjalnie zlosliwy

Nienaciekajacy, jednak w czeéci przypadkéw pozostawiony bez lecze-
nia moze przeksztalci¢ sie w nowotwor zlosliwy

Nowotwor To nieprawidtowa masa tkankowa, bedaca wynikiem neoplazji — nie-
prawidfowego i niekontrolowanego rozrostu komérek

Nowotwor lagodny | Nieprawidlowemu i niekontrolowanemu rozrostowi komérek nie
towarzyszy naciekanie otaczajacych tkanek i mozliwos¢ przerzutowania

Nowotwor zlosliwy | Nieprawidtowemu i niekontrolowanemu rozrostowi komoérek towa-
rzyszy naciekanie otaczajacych tkanek i mozliwo$¢ przerzutowania

Rak W polskiej terminologii okre$lenie rak oznacza nowotwor zloéliwy,

wywodzacy sie z nablonka (nowotwér pochodzenia ektodermalne-
go). W terminologii angielskiej okre$lenie rak (cancer) jest synoni-
mem kazdego nowotworu zlosliwego. Synonimem polskiego znacze-
nia raka jest w angielskim termin carcinoma. Nowotwory te prezen-
tuja immunohistochemicznie reakcje barwna po zastosowaniu prze-
ciwcial przeciw cytokeratynom. W diagnostyce stosowane s3 rozne
cytokeratyny, z ktorych niektore charakterystyczne sa dla lokalizacji
narzadowej raka, np. CK AE1/3, CAMS.2, CK7 (piers, ptuco, jajnik),
CK20 (skora, przewdd pokarmowy) i in.
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W okolicach migdatkéw i lukéw podniebiennych oraz podniebienia miek-
kiego i tylnej czesci gardla czeéciej wystepuja raki plaskonablonkowe nisko
zroznicowane (G3) oraz niezréznicowane. Charakteryzuje je szybki wzrost
miejscowy, wczesne przerzuty w wezlach chlonnych i czestsze przerzuty do
odlegtych narzadéw [S, 43].

Rak plaskonabtonkowy jamy ustnej jest széstym co do czestoéci wystepo-
wania nowotworem na $wiecie [7, 45]. Moze rozwija¢ sie w kazdej czeéci jamy
ustnej. Najczestszym i majacym najlepsze rokowania jest rak wargi. Wéréd rakéw
$rédustnych, nowotwory najczesciej wystepuja na: brzusznej powierzchni jezyka
—40%, dnie jamy ustnej — 30%, dolnej wardze, podniebieniu migkkim oraz dzia-
stach [24, 45, 29]. Jako gléwne przyczyny rozwoju nowotworu plaskonabtonko-
wego jamy ustnej podaje si¢ skojarzone dzialanie kilku czynnikéw.

Brak higieny jamy ustnej oraz choroby przyzebia jako dlugotrwaly czynnik
drazniacy sprzyjaja zakazeniom bakteryjnym, mikro urazom, owrzodzeniom,
aw konsekwencji moga prowadzi¢ do rozwoju nowotworu jamy ustnej. U os6b
starszych, wraz z wspoélistniejacymi schorzeniami, czynnik stomatologiczny
(np. zle dopasowane protezy, odlezyny itp.) moze predysponowaé do powsta-
nia np. raka trzonu jezyka [21].

Inne czynniki mogace doprowadzi¢ do zmian nowotworowych w jamie ust-
nej, to naduzywanie alkoholu wraz z paleniem tytoniu, dlugotrwate narazenie na
promieniowanie UV, niedobory witamin A, B, C, zakazenie wirusem brodawczaka
ludzkiego (human papilloma virus - HPV) HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18,
zakazenie wirusem Epsteina-Barr (Epstein-Barr-Virus). Réwniez dieta, niedo-
bory witamin, np. ryboflawiny, zelaza oraz zmiany na podlozu kily i tocznia
moga wplywaé na rozwdj nowotworu [10, 29].

Poczatkowy wzrost nowotworu ogranicza si¢ do nablonka i blony $lu-
zowej, powodujac powstawanie powierzchownych ubytkéw i owrzodzen lub
ograniczonych zgrubien nablonka.

Szczegdlng zlosliwos¢ i dynamike rozwoju przedstawia rak jezyka i dna
jamy ustnej oraz tréjkata zatrzonowcowego [S]. Raki jamy ustnej cechuje
wysokie ryzyko wystapienia przerzutéw do regionalnych weztéw chlonnych,
czemu sprzyja bogate unaczynienie chlonne.

Rak plaskonablonkowy we wczesnym stadium ma wyglad wypuklej, twarde;j,
perfowej blaszki lub nieregularnego, chropowatego zgrubienia blony sluzowej.
Z czasem zmiany ulegaja owrzodzeniu, ktére poczatkowo nie daja dolegliwosci
bolowych [4, 14]. Jednak przewlekly charakter choroby doprowadza do powigk-
szania si¢ zmian, tworzenia krateréw pokrytych na $rodku zéttoszara martwicza
mas3. Moga tworzy¢ sie réwniez czerwone surowicze ogniska, ktorych granice
pozostaja twarde, a z czasem mogg rosnaé w ksztalcie grzyba [15, 16].
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Najczesciej rak plaskonablonkowy jamy ustnej rozprzestrzenia si¢ miejscowo,
zanim da przerzuty do wezléw chlonnych szyi, srédpiersia, pluc, a nawet watroby.

Rak wargi (carcinoma labii —- RW) powstaje na podlozu rogowacenia czer-
wieni wargi (vermilion border). Poczatkowo mamy do czynienia z tarczka lub
niebolesna nadzerka. Z czasem zmiana przeksztalca si¢ w tatwo krwawiaca ziar-
nine, po czym zaczyna naciekac czerwien warg, przechodzi na blone §luzowy
jamy ustnej, skore policzka i brody. Rak wargi wystepuje najczeéciej u mez-
czyzn powyzej 40. roku zycia, palacych tyton i o zwigkszonym narazeniu na
promieniowanie stoneczne. Rokowanie jest w 80% pomyslne [16].

Rak jezyka (carcinoma linguae) wystepuje w przedniej ruchomej cze-
$ci jezyka, na jego bocznym brzegu, koncu, grzbiecie oraz u mtodszych osob
u nasady jezyka. W jamie ustnej widzimy guzek, szczelinowate pekniecie lub
owrzodzenie, ktore z biegiem czasu moze rozprzestrzeniac si¢ do dna jamy ustnej
lub ku tylowi, przechodzac na luk podniebienno-jezykowy. Ze wzgledu na brak
barier w jezyku transformacja nowotworu ze stadium przedinwazyjnego (carci-
noma in situ) do stadium inwazyjnego T2, T3 zachodzi bardzo szybko. Rak ten
jest spotykany czesciej u mezczyzn po S0. roku zycia i stanowi 0,7% nowotworéw
[8]. Wezesnym objawem jest narastajacy bdl, a nastepnie zaburzenia w potykaniu,
wzmozone wydzielanie $liny oraz ograniczona ruchomos¢ jezyka [ 14].

Rak dna jamy ustnej (carcinoma fundii oris) stanowi ok 30% rakéw jamy
ustnej, czgsto rozwijajacych sie na podtozu leukoplakii (ryc. 5). Zmiana nowo-
tworowa to bardzo czesto twardy naciek w srodkowej okolicy podjezykowe;.

5

Rycina $. Rak plaskonablonkowy rogowaciejacy dna jamy ustnej
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W miare rozrostu nowotworowego i nacieku mig$ni jezyka nastepuje ogra-
niczenie ruchéw jezyka. Rak czesto nacieka zuchwe, jezyk i migénie dna jamy
ustnej.

Rak wyrostka zebodolowego zuchwy diagnozowany jest na dziasle wokot
zebow, gdzie szerzy sie wzdluz szpary ozebnej, niszczy ko$¢ wyrostka zebodo-
lowego i powoduje rozchwianie jednego lub kilku zgbow.

W przypadku bezzebia rak pojawia si¢ na blonie $luzowej, jako owalny lub
podluiny guz o szerokiej podstawie i powierzchni, ktéra bardzo latwo ulega
krwawieniu. W dalszym etapie niszczy blaszke zbita i szybko rozrasta sie w gab-
czastej kosci zuchwy [ 14, 24].

Rak blony sluzowej policzka (carcinoma mucosae buccae) rozwija sie najcze-
$ciej na podlozu rogowacenia bialego w linii zgryzowej lub katach ust, wolno
nacieka okoliczne tkanki i moze wnika¢ do przestrzeni przygardlowej. Gdy
wystapi boli przykurcz zuchwy, rak ma juz bardzo zaawansowang postaé [15].

Rak blony $luzowej podniebienia (carcinoma mucosae palati) wystepuje
rzadko i moze stwarza¢ trudnoéci w rozpoznaniu punktu wyjécia. Zdaza sie,
ze wystepuje na pograniczu podniebienia migkkiego i tuku podniebienno-
-jezykowego, ale czesto jest to nowotwor zatoki szczekowej naciekajacy w kie-
runku jamy ustnej. Rak ten jest zwiazany z koscia i rozwija sie¢ wolno. U os6b
uzywajacych protez zebowych, guz ten powoduje ich nieprzyleganie [6].

Rak szczeki (carcinoma maxillae) stanowi 90% zlosliwych guzéw szczeki.
W zaleznosci od miejsca wyjécia nowotworu wyréznia sie raka dzigsta gérnego,
dolnego, zatoki szczekowej.

Rak dzigsta gornego (carcinoma gingivae superioris) to postaé glebokiego
owrzodzenia o nieregularnym ksztalcie i walowatych brzegach, ktéry w miare
naciekania doprowadza do rozchwiania zebdéw.

Rak zatoki szczgkowej (carcinoma sinus maxillaris) to guz trudny do wykry-
cia z powodu jego rozwoju w ,zamknigtej puszce kostnej”. Objawy kliniczne sa
pdzne izaleza od kierunku wzrostu guza. Wsrdd rzadziej wystepujacych guzéw
zostaly odnotowane m.in.: gruczolakorak (adenocarcinoma) i rak gruczotowo-
-torbielowaty (carcinoma adenoides cysticum cylindroma) [21].

Rak dzigsta dolnego (carcinoma gingivae inferioris) najczeéciej pojawia sig
w okolicy zebow trzonowych, jako twarde nacieczenie blony §luzowej wyrostka
zebodolowego. W pierwszym etapie obserwuje si¢ malo bolesne zaczerwienie-
nia lub zbledniecia blony §luzowej. Czesto wspolistnieje z leukoplakia, przez co
granice zmiany s trudne do okreslenia. Poczatkowe plaskie lub lekko uwypu-
klone zmiany blony sluzowej ulegaja owrzodzeniu, co sugeruje, iz rak nacieka
w glab i niszczy ko$é. Powoduje rozchwianie zebow, a nawet ich utrate [ 16, 24].
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DIAGNOSTYKA NOWOTWOROW JAMY USTNE]

Podejrzen co do choroby nowotworowej lekarz stomatolog nabiera w cza-
sie zbierania wywiadu i prowadzenia badania fizykalnego. Kazda pojedyncza
zmiana utrzymujaca si¢ powyzej 3 tygodni, powinna budzi¢ podejrzenia. Poza
jama ustna nalezy sprawdzi¢ wezly chlonne podbrédkowe, podzuchwowe
i szyjne. Wezesnym objawem moze by¢ ubytek blony $§luzowej, owrzodzenie
dajace uczucie dyskomfortu i draznienia. Pdzniejszymi objawami moze by¢
np. ograniczenie ruchomosci jezyka, slinotok, szczgkoscisk, chrypka, zaburzenie
mowy, guz na szyi, fetor ex ore, odpluwanie krwistej wydzieliny oraz utrata masy
ciala. Uszkodzenia nowotworowego nie mozna dokladnie przewidzie¢ jedynie
na podstawie cech klinicznych. Ocena histologiczna jest niezbedna dla wszyst-
kich zmian. Wykonywana jest wiec biopsja wycinkowa chirurgiczna ze zmiany
pierwotnej i cienkoiglowa z wezléw chlonnych. Wyniki badan histologicznych
niestety wskazuja jedynie, Ze dane uszkodzenie moze mie¢ potencjalne zmiany
dysplazji. Tak wiec obecnos¢ dysplazji wskazuje jedynie, ze zmiany chorobowe
jamy ustnej moga mie¢ zwigkszone ryzyko transformacji nowotworowej [17].

Tabela 3. Typy badan w patologii onkologicznej

Badanie Definicja
1 2
Biopsja Badanie mikroskopowe fragmentu tkanki pochodzacej ze zmiany
Biopsja cienkoiglowa | Badanie cytologiczne (mikroskopowe) komérek pobranych ze

zmiany w postaci rozmazu na szkietku podstawowym

Biopsja gruboiglowa Badanie histologiczne waleczka tkankowego pobranego ze zmiany
Biopsja chirurgiczna Badanie histologiczne fragmentu zmiany pobranego
chirurgicznie

Badanie §rédoperacyjne | Badanie materiatu tkankowego lub komérkowego podczas zabie-
gu chirurgicznego. Material tkankowy (badZ jego fragment) na-
destany do zakladu patomorfologii jest mrozony, co pozwala na
wykonanie skrawkow histologicznych do oceny mikroskopowej.
Pozwala to na ocene mikroskopowa bez konieczno$ci utrwalania
i przeprowadzania materiatu tkankowego. Jakos¢ takich prepara-

tow jest jednak z reguly gorsza, niz wykonywanych rutynowo
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Tabela 3 (cd.)
1 2

Badanie pooperacyjne | Material pooperacyjny w postaci usunietego guza, guza z otaczaja-
ca tkanka, narzadem lub tez z towarzyszacymi regionalnymi wezla-
mi chlonnymi badany jest histologicznie po uprzednim utrwaleniu
(12-24h), pobraniu wycinkéw i przeprowadzeniu w odpowiednich
odczynnikach i zabarwieniu. Trwa to najczesciej w rutynowych wa-
runkach 3-5 dni. Ponadto w wybranych przypadkach wykonuje sie
badania dodatkowe (histochemiczne, immunohistochemiczne lub
technikami biologii molekularnej). Wymaga to dodatkowych 1-3 dni

Badanie po Ocena histologiczna materialu z uwzglednieniem zmian, jakie
wezedniejszym leczeniu | spowodowalo leczenie w obrebie utkania nowotworowego
(chemioterapii i/lub

radioterapii)
Badanie autopsyjne Badanie posmiertne, na ktore skladaja sie tak ogledziny zewnetrz-
(sekcyjne) ne, jak i ocena makroskopowa zawartosci jam ciata z pobraniem

wycinkéw z narzadow

Badania obrazowe np. pantomografia przy naciekaniu zuchwy/szczeki
pokazuja rozleglos¢ guza, zajecie procesem nowotworowym tkanek miekkich,
nerwow i czesci kostnych.

Przy zmienionych wezlach chonnych szyi wazne sa: ultrasonografia szyi,
scyntygrafia kosci. Najdokladniejszym i najbardziej jednoznacznym bada-
niem dla wyznaczenia zakresu i sposobu leczenia jest tomografia komputerowa
w trzech modalno$ciach: CT - tomografia komputerowa z kontrastem, NMR
— jadrowy rezonans magnetyczny, ewentualnie pozytronowa tomografia emi-
syjna - PET-CT [11, 16,47, 48,49].

CT - tomografia komputerowa pozwala oceni¢ wielko$¢ guza, obszar
naciekania tkanek miekkich i struktur kostnych.

NMR - magnetyczny rezonans jadrowy pozwala zobrazowa¢ tkanki migk-
kie czy naciekanie okolonerwowe.

PET-CT - pozytronowa tomografia emisyjna pozwala oceni¢ nawroty
choroby oraz przerzuty odlegle [52].

Jesli pacjent ma potwierdzong diagnoze raka plaskonablonkowego jamy
ustnej, podejmowane jest leczenie adekwatne do stadium choroby. Najczesciej
jest to leczenie chirurgiczne — usuniecie calych kilku pozioméw, nawet gdy nie
stwierdza si¢ ich powiekszenia.

Wydaje sig, ze rak jamy ustnej powinien by¢ jednym z szybciej zdiagno-
zowanych nowotworéw ze wzgledu na stosunkowo tatwy dostep w badaniu
klinicznym. Jednakze jest to nadal jeden z najczestszych rakéw, ktorych nowo
wykrywana liczbe ocenia sig na 500 000 przypadkéw w skali roku [22, 26].
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MARKERY MOLEKULARNE STANOW
PRZEDNOWOTWOROWYCH JAMY USTNE]

W diagnostyce i leczeniu choréb nowotworowych, w tym nowotworéw
jamy ustnej, istotne znaczenie maja markery molekularne i biologiczne, pozwa-
lajace wczesniej wykry¢ zmiany nowotworowe, zastosowac terapie celowana,
poglebi¢ wiedzg na temat proceséw zachodzacych w komérkach prawidlowych
i nowotworowych.

Gwaltowny rozwéj technik biologii molekularnej, coraz czulsze testy immu-
nohistochemiczne pozwalaja na mozliwo$¢ wykorzystania ich w diagnostyce
onkologicznej, przede wszystkim w celu rozpoznania wczesnych zmian przedra-
kowych nowotwordéw jamy ustnej. Poszukiwania nowych, czulszych, specyficz-
nych markeréw stanéw przednowotworowych w celu progresji nowotworéw,
pozwola na ocene stanu choroby w przypadku nowotworéw oraz réznicowania
mozliwosci stopnia ich zezloliwienia. Pomimo intensywnych badan nie zna-
leziono do tej pory specyficznego markera serologicznego raka plaskonablon-
kowego glowy i szyi. Markerami zaakceptowanymi, intensywnie badanymi sa:
receptor nablonkowego czynnika wzrostu (EGFR) czy infekcja HPV [53].

W inicjacji i progresji rozwoju nowotworéw plaskonablonkowych podsta-
wowymi markerami s3 keratyny, ktérych wzor ekspresji jest charakterystyczny
dla typu nablonka i stadium réznicowania poszczegélnych warstw komorek.
W trakcie rozwoju nowotworu zmienia si¢ ekspresja genéw kodujacych poszcze-
golne keratyny. W badaniach wykazano, ze w obrebie nowotworéw jamy ustnej
zwigkszonej ekspresji ulegaja keratyny: K8, K18, K17 i K14 [54-61], natomiast
obnizona aktywno$é wykazuja: K4, KS, K131K19 [54, S5, 58, 59, 62-64]. Z kolei
keratyna K76 jest charakterystyczna dla warstw obejmujacych komoérki réznicu-
jace sie, obnizenie ekspresji genu KRT76 moze mie¢ zwigzek z hiperproliferacja,
prowadzaca do powstania zmian przednowotworowych. Nie wykazano zmniej-
szonej aktywnosci transkrypcyjnej genu KRT76 w przypadku zwigkszonej proli-
feracji blony $luzowej, indukowanej zranieniem lub stanem zapalnym [57, 65, 66 ].

Jednym z genéw bardzo intensywnie badanych pod katem wykorzystania
w diagnostyce nowotworowej jest gen TPS3, jak réwniez jego produkt biatkowy
pS3. Bialko to, jako produkt genu supresorowego, bierze udzial w ochronie orga-
nizmu przed uszkodzeniami wywolanymi czynnikami mutagennymi, stymulu-
jac procesy naprawy DNA lub kierujac komoérke na droge apoptozy. Dodatkowo
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jest zaangazowane w regulujace proliferacje roznicowania starzenia si¢ i $mierci
komorki [S4]. W réinych komérkach nowotworowych czlowieka czesto$é
mutacji w genie TPS3 przekracza 50%, co przeklada sie na ilo$¢ biatka p63, p73,
ktéra nie przekracza 1% [67]. Wynikiem mutacji w komérce, poprzez kumu-
lacje uszkodzern DNA i zahamowanie kinaz cyklinozaleznych, dochodzi do
zatrzymania cyklu komorkowego na etapie fazy G, w czym bierze udzial bialko
genu P21 (WIF1). Dodatkowo biatko pS3 indukuje procesy apoptozy, eliminu-
jac nieprawidlowe komorki. Wzrost ekspresji biatka pS3 od zdrowego nablonka
poprzez zmiany lagodne, przedrakowe do raka plaskonablonkowego moze
$wiadczy¢ o gromadzeniu si¢ zmian genetycznych w procesie karcynogenezy
w jamie ustnej. Narastajace stezenie biatka pS3 w zmieniajacej si¢ histopatolo-
gicznie blonie §luzowej oraz zmianach przedrakowych, $wiadczy o podwyzszo-
nym ryzyku przemiany w zlogliwga. Palenie papieroséw wplywa na wystapienie
mutacji w genie TPS3 komoérek nablonka jamy ustnej. Palenie tytoniu i spozy-
wanie alkoholu moga by¢ czynnikami ryzyka, zwiekszajacymi czgsto$¢ muta-
cji w genie TPS3. Badania wykazaly, ze stopien ryzyka wystapienia i rozwoju
nowotworu plaskonablonkowego zalezy od ekspresji genu TPS3, zwigzanej
z ekspresja genu cykliny D, EGFR - naskérkowego czynnika wzrostu, podczas
gdy analiza ekspresji genu TPS3 z biatkiem Ets-1 i P-glikoproteing moze by¢
wykorzystana w celu oceny stopnia zaawansowania raka plaskonablonkowego.
Do rodziny biatek pS3 zalicza si¢ biatka p63, p73. Znanych jest 10 polimorficz-
nych bialek p63. Posiadaja one dwie grupy rézniace si¢ N-koricem biatka: jedna
TAp63 zawiera domeng aktywujaca transkrypcje TAD I, druga ANp63 nie
posiada domeny TAD I [68]. Biatko TApé63, ktére w komérce syntetyzowane
jest w niewielkich stezeniach, ulega szybkiej degradacji, stymuluje apoptoze,
hamuje cykl komoérkowy. Myszy TAp63(-) czesciej zapadaly na nowotwory
i wystepowaly u nich liczne przerzuty [69, 70]. Biatka ANp63 (uznawane s3 za
onkogeny) hamuja dzialanie genéw TPS3 i TAp63 przez tworzenie komplek-
séw z tymi biatkami lub wiazanie si¢ z receptorami pS3, pobudzaja proliferacje
i kancerogeneze [70]. Badania prowadzone przez Sinha i wsp., wykazaly wzrost
ekspresji p63 w przypadku dysplazji plaskonablonkowego nowotworu jamy ust-
nej w poréwnaniu z prawidlowa blong §luzowej [71]. W niezmienionym choro-
bowo nablonku p63 ulega ekspresji gléwnie w warstwie podstawnej. W obsza-
rze dysplazji zaobserwowano ekspresje p63 w warstwie podstawnej i warstwach
wyzszych nablonka w przypadku nowotworu plaskonablonkowego, ekspresje
p63 obserwowano w warstwie brzegowej wysp nowotworowych [70]. Rola
genow p63 i p73 w supresji nowotwordw jest procesem zlozonym. Utrata funk-
cjonalnosci gendw p63 i p73 skutkuje nowotworzeniem [67, 71].

Cykliny i cyklinozalezne kinazy (CDK) to biatka regulujace cykl komoér-
kowy. Sa one aktywne w specyficznych fazach cyklu komérkowego i z kolei
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aktywuja cyklinozalezne kinazy, umozliwiajace komorce przejécie pomiedzy
fazami cyklu. Na skutek amplifikacji lub translokacji powstaje ich nadmierna
ilos¢. Polimorfizm genetyczny cykliny D1 znacznie podnosi ryzyko rozwoju
stanéw przednowotworowych, najczeéciej dotyczy to leukoplakii. W nowo-
tworach glowy i szyi zaobserwowano zwigkszenie czgsto$ci wystepowania genu
kodujacego cykling D1 oraz inaktywacje obydwu alleli p16 (INK4A), ktérych
produkt hamuje kompleks cyklina D1/CDX4 [72].

Innym biatkiem zaangazowanym w kontrole cyklu komérkowego jest
bialko p27Kip1 - inhibitor cyklino-zaleznej kinazy — ktére hamuje przejécie
z fazy G1-S, wplywajac na aktywnos¢ cykliny E. Wzrost aktywnosci biologicz-
nej kompleksu cykliny (E-CDK2) z kinaza, przy jednoczesnym zmniejszeniu
stezenia biatka p27Kip1, stwierdzono podczas rozwoju i progresji raka plasko-
nablonkowego i sluzowonaskorkowego jamy ustne;j.

Biatko NF-kB jest gléwnym czynnikiem transkrypcyjnym, reguluja-
cym ekspresje genow niezbednych do proliferacji komorek, odgrywajacych
role w reakcjach zapalnych i adhezji komérek [73]. W zwierzecym modelu
doswiadczalnym u myszy z przeszczepionymi komdrkami nowotworowymi
U14, zaobserwowano wzrost stezenia markeréw stanéw zapalnych NF-kB oraz
powolny wzrost w trakcie inokulacji ekspresji genu cyklooksygenazy-2 (COX-2)
iindukowanej syntetazy tlenku azotu (iNOS - inducible nitric oxide synthase) na
poziomie mRNA biatka. Ekspresja genu COX-2 jest §cisle zwiazana z procesem
zapalnym jak i nowotworzeniem. W nowotworach glowy i szyi w 75%, a w 18%
w nowotworach jamy ustnej obserwuje si¢ wysoka ekspresje genu COX-2 na
poziomie mRNA biatka [69].

Receptory jadrowe RBb dla retinoidéw (pochodne witaminy A), w tym
receptor RAR-8, kontroluja przejscie komorki z fazy G1 w faze S cyklu komor-
kowego. Hamuja proces nowotworzenia w jamie ustnej, indukujac apoptoze.
Wraz ze stopniem zaawansowania choroby zmniejsza sie ilo§¢ syntetyzowa-
nego biatka oraz wzrasta hipermetylacja miejsc promotorowych dla RAR-,
cytoglobiny CYGB, p16, MGMT, E-kadheryny, cykliny A1 [74, 75].

Odrebng grupe czynnikow stanowia infekcje wirusowe — w szczegdl-
nosci zwigzane z wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV — human papilloma
virus) [76, 77]. Zakazenia wirusem HPV (human papilloma virus) sa czynni-
kiem indukujacym powstawanie zmian nowotworowych jamy ustnej oraz raka
szyjki macicy i okolicy odbytu. Infekcje wirusem stwierdza sie u ok. 20-30%
przypadkow raka jamy ustnej. Infekeji towarzyszy wzrost ilosci biatek wiruso-
wych E6 i E7, w ten sposob zmniejszajac aktywnos¢ genu supresorowego p16
(INK4A). Gopalakrishanan i wsp. wykazali korelacje zakazenia wirusem HPV
ze zmianami przedrakowym leukoplakii brodawkowej rozrostowej. Onko-
proteina E6 wirusa HPV 16 jest jednym z czynnikéw odpowiedzialnych za
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indukcje telomerazy, ktorej aktywno$¢ stwierdzono w 75-80% rakow plasko-
nablonkowych jamy ustne;j.

Jadrowe antygeny: AgNORs (srebrochionne regiony organizujace jaderko),
PCNA (jadrowy antygen komérek proliferujacych) sa wykorzystywane do oceny
aktywnosci podzialowej komérek nowotworowych. W stanach przedrakowych
czy nowotworach plaskonablonkowych jamy ustnej analizowana jest ekspresja
genéw PCNA i Ki-67 na poziomie bialka. Zwiekszona ilo$¢ antygenéw wiaze
sie ze wzrostem stopnia dysplazji nablonkowej. Wysoka aktywnos¢ podzialowa
w polaczeniu z nadekspresja genu TPS3 stanowia gorsze czynniki rokownicze,
prognostyczne w badanych przypadkach zmian o charakterze leukoplakii [ 78].

Utrata heterozygotycznosci wystepuje w réznym stopniu we wszystkich
stanach przednowotworowych, szczegélnie na chromosomie 9p21. Do oceny
ryzyka zmian przedrakowych o typie leukoplakii najwigksza warto$¢ progno-
styczna wydaje si¢ mie¢ utrata heterozygotycznosci na ramionach krétkich chro-
mosomow 3,9, 17,21. W stanach przedrakowych jamy ustnej stwierdzono czesta
inaktywacje genu supresorowego p16 (INK4A), hamujacego podzial komérki
przez blokowanie cyklinozaleznych kinaz, zlokalizowanego w pozycji 21 krot-
kiego ramienia chromosomu 9 (9p21), réwniez 17p13 lokalizacji genu TPS3.
W procesie nowotworzenia poza utrata materialu genetycznego moze dojs¢ do
jego zwielokrotnienia. Badania wykazaly obecno$¢ polisomii chromosoméw
7 117 u chorych na leukoplakie i erytroplakie. Wraz z coraz czestszym wystepo-
waniem polisomii wzrasta ryzyko zeztodliwienia procesu nowotworowego.

Kolejng grupe genéw zaangazowanych w proces nowotworzenia stanowia
czynniki wzrostu takie jak: plytkowy czynnik wzrostu PDGF, czynnik wzro-
stu naskérka EGF, transformujacy czynnik wzrostu TGFf, czynnik wzrostu
hepatocytéw HGF (wykrywany w rozwoju raka plaskonablonkowego jamy
ustnej, wplywajacy na indukcje ekspresji czynnika transkrypcji E1IAF i akty-
wacje gendw metaloproteinaz MMPs, odpowiedzialnych za naciekanie i prze-
rzuty raka), czynnik wzrostu fibroblastéw FGF, insulinopodobny czynnik
wzrostu IGF-polimorfizm, IGF-2 (u 0s6b zujacych tyton predysponuje do wzro-
stu ryzyka rozwoju raka jamy ustnej) oraz cytokiny (interleukiny, interferon £,
czynnik martwicy guza TNF-a). Nadmierna aktywacja receptoréw dla czynni-
kéw wzrostu lub ich mutacje, jak np. mutacja punktowa genu Ret kodujacego
receptor CSF-1, ktéra prowadzi do produkeji nieprawidlowego biatka receptoro-
wego o stalej aktywnosci, moze powodowa¢ nadmierny i nieograniczony wzrost
i podziat komoérek oraz nowotworzenie.

Transformujacy czynnik wzrostu 3 wydzielany jest miedzy innymi przez
zaktywowane makrofagi w odpowiedzi na ich stymulacje przez czynniki
zewnetrzne. Jednym z czynnikéw prowadzacych do aktywacji makrofagéw
i wzmozonego wydzielania przez nie TGFf jest zakazenie wirusowe. Zgodnie
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zhipoteza obecnos¢ wirusa HPV w nablonku blony §luzowej uaktywnia makro-
tagi i powoduje produkcje TGF8, ktéry oddzialujac na receptor EGFR, powo-
duje niekontrolowany wzrost komoérki. TNF-a i EGF to markery wczesnego
wykrywania zezlodliwienia leukoplakii przez okreélenie stopnia dysplazji
komorek nablonka jamy ustnej.

Protoonkogeny stanowia grupe genéw, ktore obok genéw supresorowych
odgrywaja podstawowa role w zainicjowaniu procesu transformacji nowotwo-
rowej. Mutacje w protoonkogenach prowadza do nadekspresji onkobiatek.
Protoonkogen GRO-1, zaliczany do rodziny chemokin (CXC), reguluje cykl
komorkowy i jest autokrynnym czynnikiem wzrostu w czerniaku. Jego nade-
kspresja wykrywana jest w raku plaskonablonkowym jamy ustnej. GRO-1 pro-
muje progresje raka przez wplyw na angiogenezg i przerzuty do wezléw chion-
nych. Inny rodzaj onkogenu jest odpowiedzialny za ekspresje biatka LRP 12
z rodziny LDLR oraz pelni role w przetwarzaniu sygnatu jadrowego. Zlokali-
zowany jest na chromosomie 8q22. Jego nadekspresja zwigzana jest z wcze-
sng faza rozwoju raka plaskonablonkowego jamy ustnej. Bialka z grupy Ras
s3 innym rodzajem protoonkogenéw, zaliczanych do protein wigzacych GTP.
Wskutek mutacji punktowej dochodzi do utraty wewnetrznej aktywnosci
GTP-azy, nastepuje brak rozkladu GTP do GDP i biatko pozostaje w formie
aktywnej. Nalezy podkresli¢, ze mutacje Ras wystepuja rzadko. RAB1A — nade-
kspresja jest obserwowana w zmianach przedrakowych szczegélnie w leukopla-
kii i w raku plaskonablonkowym jezyka.

TROP-2 — antygen powierzchni trofoblastéw — zostal niedawno odkryty
i uznany za niezalezny biomarker, pomocny w okreéleniu stopnia rozwoju raka
plaskonablonkowego jamy ustnej. Zaobserwowano nadekspresje tego anty-
genu w karcinogenezie regionu jamy ustnej. Wykrywany metodami immuno-
histochemicznymi w 58% guzéw jamy ustnej, rozpoznany jest jako rak plasko-
nablonkowy.

Ogromna role w progresji nowotworéw oraz tworzeniu przerzutéw odgry-
waja metaloproteinazy macierzy zewnatrzkomérkowej (MMPs — matrix metal-
loproteinases) [79].

Z MMPs powiazane s3 tkankowe inhibitory metaloproteinaz (TIMPs
— tissue inhibitors of MMPs). W wielu pracach wykazano wzrost ekspresji
MMP-2 i MMP-9 w komérkach nowotworowych przy jednoczesnym spadku
ekspresji TIMP-1i TIMP-2 [79].

Etap indukcji i progresji nowotworu zwiazany jest z coraz wigksza nie-
stabilno$cia genomu, interakcja z genami kodujacymi mikroRNA (miRNA).
Ekspresje wielu genéw na poziomie posttranskrypcyjnej interakcji z mRNA
reguluja miRNA [69, 80]. Deregulacja ekspresji miRNA obserwowana jest na
roznych etapach rozwoju nowotworu. Jedna z takich czasteczek jest miR-21,
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uwazany za onkogen. Wzrost ekspresji miR-21 koreluje ze spadkiem ekspresji
genu PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten), kté-
rego produkt biatkowy jest inhibitorem szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu
(PI3K - phosphatidylinositide 3-kinases). Czasteczki miR-21 wiazac si¢ z mRNA
genu PTEN, wplywaja na wzrost, proliferacje i hamowanie procesu apoptozy
[81]. W przypadku pacjentéw z nowotworami glowy i szyi obserwuje si¢
wzrost ekspresji miR-7, miR-147b, miR-155, miR-130b, miR-233, miR-34b
oraz spadek ekspresji miR-100, miR-99a, miR-125b, miR-37S, miR-424, Let7a,
miR-6836, miR-6873 i miR-7152 [69, 80].
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WPLYW PROFILOWANIA MOLEKULARNEGO
NA UDOSKONALENIE STRATEGII LECZENIA
RAKA JAMY USTNE]

Podczas gdy XX wiek charakteryzowal si¢ znacznymi postepami medycz-
nymi, szczeg6lnie w zakresie diagnostyki czy obrazowania, medycyna mole-
kularna moze by¢ jednym z przeloméw na poczatku XXI wieku. Poznanie
sekwencji genomu czlowieka, spadek kosztéw sekwencjonowania czy tez roz-
woj nowoczesnych technologii takich jak sekwencjonowanie nowej generacji
oraz generowanie ogromnych ilo$ci danych stworzylo nowe nadzieje i pozwo-
lifo na powstanie nowatorskich metod terapeutycznych w dziedzinie onkologii
molekularnej [82]. Kompleksowa charakterystyka molekularna wielu réznych
rodzajow nowotworéw zapewnila silne uzasadnienie dla ,medycyny sperso-
nalizowanej’, ktéra polega na personalizacji strategii leczenia ze wzgledu na
okreslone zmiany molekularne, wykryte w guzie danego pacjenta. Poniewaz
HNSCC s3 niejednorodne na poziomie klinicznym i molekularnym, medy-
cyna precyzyjna jest szczegdlnie istotna w przypadku tej choroby. Pozytywnie
ocenia sie leki dla terapii spersonalizowanej, oparte na okreslonych zmianach
w genomie (NCT01774409) [83, 84]. W ukierunkowanym sekwencjonowa-
niu DNA gléwnym celem jest identyfikacja docelowych zmian genomowych
(mutacje i/lub zmiany liczby kopii) w guzie danego pacjenta, w celu dostoso-
wania leczenia do zmiany genomowej. Mniej niz polowa pacjentéw moze czer-
pa¢ korzysci glownie z tych molekularnych strategii leczenia, poniewaz ziden-
tyfikowanie zmian genomowych nie jest czesto celem u pacjentéw ze stanami
zaawansowanymi czy tez opornymi na leczenie.

Jednym z podejs¢ terapeutycznych moze by¢ immunoterapia, ktorej sto-
sowanie zapewnia niespotykane postepy w leczeniu HNSCC [85]. Réwniez
radioterapia odgrywa waznga role w leczeniu HNSCC i przynosi korzysci dla
okoto 75% pacjentéw [86]. Jednak zlozona anatomia gornego odcinka prze-
wodu pokarmowego utrudnia bezpieczne dostarczenie skutecznej dawki
promieni do guza. Chociaz rézny molekularny mechanizm lub biomarkery
zostaly powiazane z wrazliwo$cig na promieniowanie/ oporno$cia na promie-
niowanie w HNSCC [87], medycyna precyzyjna w radiologii onkologicznej
zostala slabo zbadana. HPV-dodatnia cze$¢ ustna guzéw gardla jest zwigzana
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z wyzsza wrazliwoscia na promieniowanie ze wzgledu na nadekspresje p16,
ktéra zmniejsza zdolno$¢ naprawy DNA poprzez hamowanie rekrutacji
RADS1 do miejsca uszkodzenia DNA [88]. W oparciu o to racjonalne pro-
tokoly leczenia deeskalacyjnego sa oceniane w badaniach klinicznych w miej-
scu wystepowania guza, aby zmniejszy¢ zachorowalno$¢ i zwiekszy¢ skutecz-
noé¢ leczenia [89-91]. Co ciekawe, wykazano znaczenie modelu opartego
na zmianach w genomie w dostosowywaniu dawki radioterapii (GARD), na
wrazliwo$é¢ na promieniowanie guza. GARD pochodzi z indeksu czulosci
na promieniowanie zwigzanego z ekspresja genéw, jako wskaznik zapropono-
wany wezesniej w HNSCC [92]. Wysoko$¢ wartosci GARD przewidywata
wysoki efekt terapeutyczny radioterapii w duzej grupie pacjentdéw cierpigcych
na rozne rodzaje raka. Wykazano, iz mediana GARD byla wyzsza u pacjentow
z SCC jamy ustnej i gardla w poréwnaniu do HNSCC bez czesci ustnej gar-
dia. Zatem GARD moze stuzy¢ jako podstawa medycyny spersonalizowanej
w radioterapii HNSCC.
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STRATEGIE CHIRURGICZNE

Poniewaz jama ustna jest zfozonym anatomicznie miejscem krytycznym
dla mowry, potykania i wygladu, operacja raka jamy ustnej wiaze si¢ z dwoma
glownymi wyzwaniami, sprowadzajacymi sie do: wykonania pelnej resekeji
guza (RO), w tym pierwotnego miejsca guza i regionalnych weztéw chlonnych
w celu wyleczenia pacjenta; wykonania funkcjonalnej i estetycznej rekonstruk-
cji w celu poprawy jakosci zycia pacjenta.

Bardzo wazne podczas leczenia nowotworu s marginesy wokol tkanki
zmienionej nowotworowo. Marginesy dodatnie sa rozpoznawane jako silny zly
czynnik prognostyczny w OSCC [93-96]. Srédoperacyjne pobieranie probek
marginesowych opiera sie przede wszystkim na wzrokowej i dotykowej ocenie
chirurga. Aby kontrolowa¢ margines bez niepotrzebnego wycinania prawidto-
wej tkanki, 0,7 cm opisano jako idealng odleglo$¢ w jamie ustnej w przypadku
raka ptaskonablonkowego [93].

Histopatologia jest zlotym standardem w ocenie margineséw, jednak pod-
czas operacji patologiczna ocena stanu margineséw moze by¢ trudna z powodu
kurczenia sie tkanki, niedokladnego pobierania probek i niewlasciwej orienta-
cji [95]. Ponadto korelacja orientacji/lokalizacji pomiedzy guzem i podscie-
liskiem guza czesto ulega znieksztalceniu po jego wycieciu [97]. Co ciekawe,
zastosowanie biomarkeréw pS3 i ekspresja immunohistochemiczna eIF4E
[98], proponowane s3 dla okreslenia histopatologicznego ujemnego margi-
nesu, w celu okreélenia nawrotu choroby.

Ostatnio opisano kilka technologii §rédoperacyjnej wizualizacji guza [99].
Optyczne obrazowanie fluorescencyjne, oparte na wariacji fluorescencji miedzy
tkanka prawidlowa a nowotworowa, wymaga srodka fluoroforowego, ktéry jest
autogenny (autofluorescencja) lub egzogenny (docelowa sonda fluorescencyjna).
W poréwnaniu do nieukierunkowanych sond fluorescencyjnych (np. zielen
indocyjaninowa), ukierunkowane sondy fluorescencyjne (odpowiadajace okre-
$lonym czasteczkom) moga by¢ bardziej specyficzne dla tkanki nowotworowe;j
i poprawiaé precyzje operacji. Specyficzne sondy fluorescencyjne sa wybierane
zgodnie z ,Kryteriami wyboru kryteriéw” (TASC). Prezentuja miejsca zmian,
w tym procent docelowej nadekspresji, a takze stosunek komoérek nowotworo-
wych do komorek prawidlowych [99]. Kompleksowe profilowanie molekularne
OSCC moze pomdc w identyfikacji najlepszych kandydatéw do obrazowania
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fluorescencyjnego z ukierunkowang sondy przy uzyciu bliskiej podczerwieni.
Wykazano znaczenie receptora uwalniajacego peptyd gastryny (GRPR) i jego
wigzania z peptydem TM1-IR680, do chirurgicznego przewidywania margine-
s6w w mysim ortotopowym modelu raka jamy ustnej [100]. Alternatywnym
podejsciem do udoskonalania strategii wycinania margineséw moze by¢ prze-
widywanie przedoperacyjne prawdopodobienistwa dodatnich margineséw, tak
jak ma to miejsce w przypadku raka piersi [ 101]. Molekularna przedoperacyjna
ocena prawdopodobienstwa dodatniego marginesu zgodnego z biologia guza
moze zatem udoskonali¢ strategie chirurgiczne, szczegolnie klasyczny 1 cm margi-
nes. W badaniu wykorzystuje si¢ réwniez wyglad wezléw chlonnych. Rozwar-
stwienie wezléw chlonnych szyjnych jest uznanym sposobem leczenia klinicznego
z wezlowopozytywnym OSCC (cN+). We wczesnym etapie (¢cT1-T2) i cNO
OSCC nalezy wykona¢ planowe wyciecie weztéw szyjnych, gdy prawdopodobien-
stwo utajonej choroby weztowej jest wigksze niz 20% [102]. Zbadano, ze czestoéé
wystepowania utajonego przerzutu do szyjki macicy wyniosta 9,8% w przypadku
twardego podniebienia podskérnego i zgbodotu szczgkowego SCC [103]. Pod-
policzkowe OSCC wiazalo sie z czestoscia 1,8% i 10,6% odpowiednio dla guzéw
cT'1icT2. Na podstawie tych wynikéw zaproponowano strategie ,,czujnego ocze-
kiwania” dla wezesnych etapéw SCC twardego podniebienia i zebodotu szczeko-
wego. Zaproponowano, aby sygnatura ekspresji genu powodujacego wystepowa-
nie nowotworu, byla powigzana z przerzutami do weztéw chtonnych w HNSCC
[104], a nastepnie zwalidowana w OSCC do prognozowania dodatniego wezta
chionnego [105]. Zatem przedoperacyjna molekularna ocena prawdopodobien-
stwa wystapienia choroby utajonej moze udoskonali¢ strategie chirurgiczne na
wezesnym etapie OSCC z twardego podniebienia i zgbodotu.

Nowe technologie moga wypei¢ luke migdzy badaniami podstawowymi
a praktyka kliniczna.

S3 one bardzo istotne z punktu widzenia skutecznego leczenia w radiotera-
pii, terapiach celowanych oraz strategiach chirurgicznych. Aby dokona¢ szyb-
kiej i wlasciwej oceny materiatu pacjenta w technologiach na poziomie moleku-
larnym, opracowano umieszczanie probek pacjenta osadzonych w formalinie
z zatopiona parafing (FFPE). Umozliwia to ukierunkowane sekwencjonowa-
nie DNA/RNA. Zabiegi te moga pomdc wypelni¢ luke miedzy podstawowymi
badaniami a praktyka kliniczna [106].

Karcynogeneza jamy ustnej rozpatrywana na poziomie molekularnym
moze pozwoli¢ na rozwdj nowych technologii profilowania molekularnego,
dostepnych w rutynowej praktyce klinicznej i udoskonalenie strategii leczenia
u pacjentéw cierpiagcych na nowotwory jamy ustnej. Tak wiec medycyna sper-
sonalizowana i chirurgia moga zmniejszy¢ znaczna zachorowalno$¢ i §miertel-
no$¢ zwigzana z rakiem jamy ustne;.
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WPEYW MIKROBIOMU JAMY USTNE]
NA ROZWOJ ZMIAN NOWOTWOROWYCH

W ludzkim organizmie identyfikuje si¢ trzy grupy drobnoustrojéw nale-
zacych do archeonéw, eubakterii, eukariota. Zasiedlajace organizm czlo-
wieka mikroorganizmy s3 niezbedne do jego prawidlowego funkcjonowania,
miedzy innymi utrzymania statusu odpornosciowego [107, 108]. Sa to sym-
bionty, komensale bytujace w przewodzie pokarmowym, jak réwniez w jamie
ustnej, ukladzie oddechowym, moczowo-plciowym, a przede wszystkim sko-
rze, z drugiej strony sa drobnoustrojami wywolujacymi zapalenia, rézne stany
patologiczne z chorobami zakaznymi na czele [109, 110]. Najwi¢ksze siedli-
sko drobnoustrojéw stanowi skéra. Innym bardzo dobrym do kolonizacji miej-
scem w organizmie czlowieka, podlegajacym dynamicznym zmianom, jest
jama ustna, poprzez kontakt bezposredni z pozywieniem i powietrzem. Czgéé
z drobnoustrojéw bierze udzial bezposrednio lub posrednio w metabolizmie
produktéw odzywczych. Zaréwno sklad jako$ciowy, jak i ilodciowy drobno-
ustrojéw zmienia sie w trakcie Zycia cztowieka. Od pierwszych pojawiajacych
sie¢ drobnoustrojéw w okresie niemowlecym: Streptococcus salivarius, Strep-
-tococcus mitis, Streptococcus oralis, po te pojawiajace si¢ w wieku dorostym:
Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema,
Neisseria, Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella,
Leptotrichia, Peptostreptococcus i Propionibacterium [111-114].

Mikrobiom jamy ustnej, na ktéry sklada si¢ ponad 700 drobnoustro-
jow jest bardzo zréznicowany. Na jego sklad jakosciowy i ilosciowy ma
wplyw dieta, temperatura, potencjat oksydacyjno-redukcyjny, pH, zasolenie,
codzienna higiena zwiazana z plukaniem jamy ustnej, szczotkowaniem zebow
czy lokalizacja geograficzna [109, 110]. Badania sktadu bakterii $liny oséb
pochodzacych z réznych stref geograficznych, pozwolilo na odkrycie okolo
40 nowych, nieopisanych dotad bakterii, sposréd 100 rodzajéw kolonizuja-
cych te cze$¢ przewodu pokarmowego takich jak: Veilonella, Neisseria, Heamo-
philus, Rothia, Porphyromonas, Fusobacterium, Scardovia, Prevotella, Strepto-
coccus, Alloscardovia, Parascardovi 115, 116]. Innym miejscem jamy ustnej,
gdzie osiedlaja sie drobnoustroje, jest jezyk, na ktérym stwierdzono bakterie
z rodzajow: Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Fusobacterium, Heamophilus,
a u chorych przede wszystkim bakterie z rodzajow Streptococcus, Prevotella,



50 Rozdzial 9

Leptotrichia, Actinomyces, Veilonella [117]. Z kolei w plytce bakteryjnej pod-
dziaslowej w warunkach prawidlowych wystepuja: Campylobacter spp., Acti-
nobacillus spp., Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nalezace do bakterii
gram-ujemnych, natomiast w plytce bakteryjnej naddziaslowej: Lactobacillus
spp., S. motis, S. mutants, S. salivarus, z gram-dodatnich [118, 119]. Analiza
sktadu mikrobiomu w jamie ustnej oséb zdrowych oprécz bakterii wykazala
obecno$¢ bakteriofagdéw i grzybow takich jak: Saccharomyces spp., Candida
spp., Scopularis spp., Penicillium spp., Geotrichum spp., Cryptococcus spp., Asper-
gillus spp., Alternaria spp., Fusarium spp. czy Phoma Malassezia, Aurebasidium,
Epicoccum [120, 121]. Jama ustna stanowi doskonale §rodowisko dla rozwoju
mikrobiomu. Temperatura 37°C i pH 6,5-7,S stwarzaja stabilne, idealne sro-
dowisko do rozwoju drobnoustrojéw. Bakterie tlenowe i beztlenowe razem
tworza biofilmy w jamie ustnej, ktére zapobiegaja zmianom w ich $rodowi-
sku. Zmiany warunkdéw srodowiska jamy ustnej zwiekszaja potencjat bakterii
chorobotworczych do wywolywania choréb w tej czesci przewodu pokarmo-
wego, w tym zmian nowotworowych.

W ostatniej dekadzie ukazuje si¢ coraz wigcej doniesiert naukowych
z zakresu onkologii, wskazujacych na zaleznos$¢ przyczynowo-skutkowa
wystepowania okreslonych gatunkéw/rodzajéw drobnoustrojéw w jamie
ustnej, z rozwijajacym si¢ przewlektym stanem zapalnym, a powstawaniem
i rozwojem nowotwordw zlosliwych glowy i szyi. Od dawna znany jest sze-
reg bakterii takich jak: Helicobacter pylori, bioracych udzial w powstawaniu
nowotworu zoladka, Salmonella typhi — raka pecherzyka moczowego, Strepto-
coccus bovis — raka okreznicy. Szereg badan naukowych wskazuje na podwyz-
szone ryzyko powstawania i rozwoju raka jamy ustnej u pacjentéw z choro-
bami przyzebia. W badaniu Moraes i wsp. [ 122 ] analizowano zwiazek miedzy
stopniem nasilenia stanu zapalnego przyzebia a wystapieniem nowotworéw
jamy ustnej i gardla. Badania przeprowadzone na 35 pacjentach z nowotwo-
rem jamy ustnej, wykazaly u 85% cigzkie przewlekle zapalenie przyzebia
[122]. Przewlekly stan zapalny w tkankach przyzebia czy ostry w blonie $lu-
zowej jamy ustnej powodowany miedzy innymi przez P. gingivalis i F. nucle-
atum, wplywa na powstawanie zmian przednowotworowych - leukoplakii,
prowadzacych do rozwoju nowotworu [122-125] poprzez aktywacje cyto-
kin prozapalnych (IL8), aktywacje drég sygnatowych stymulujacych procesy
podzialowe, migracje komoérek, inwazje komérkowa, hamowanie apoptozy
[126, 127]. Okre$lone rodzaje drobnoustrojow wydzielajac toksyny zabu-
rzajace cykl komoérkowy, poczatkowo stymuluja powstawanie przewleklych
stanéw zapalnych. Dochodzi do zmian w ekspresji genéw kodujacych biatka
pRb, Bcl-2, prowadzac do zahamowania zaprogramowanej $mierci komorki
(apoptozy). Z drugiej strony bakterie poprzez aktywacje cykliny D1 kinaz
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biatkowych (MAPK) aktywuja replikacje DNA, a w konsekwencji podzial
komorek, jednoczesénie przeksztalcajac alkohol etylowy w aldehyd octowy,
prowadza do powstawania uszkodzen w DNA, uposledzajac ich naprawe
[127-130].

Ogromny postep w badaniach metagenomicznych, opartych miedzy
innymi na sekwencjonowaniu NGS (new generation sequencing), pozwala na
identyfikacje drobnoustrojéw zwigzanych z inicjacja i rozwojem procesu
nowotworowego. Analizy metagenomiczne prowadzace do ustalenia zmian
ilosciowych i jakosciowych drobnoustrojéw jamy ustnej w procesie nowo-
tworowym, pozwalaja na identyfikacje gatunkéw bakterii, grzybéw odpowie-
dzialnych za powstawanie i rozw6j zmian prowadzacych do rozwoju raka. Tego
rodzaju badania, identyfikujac okreslone drobnoustroje, pozwola na opraco-
wanie narzedzi diagnostycznych, okreslajacych ryzyko rozwoju raka jamy ust-
nej, jak réwniez precyzyjnej, personalizowanej strategii leczenia tego rodzaju
nowotwordow.

Analiza poréwnawcza mikrobiomu jamy ustnej pacjentéw ze zmianami
nowotworowymi z osobami nie wykazujacymi takich zmian, pozwolila na iden-
tyfikacje drobnoustrojow: Porphyromonas gingivalis i Fusobacterium nucleatum
- odpowiedzialnych za inwazj¢ komérkowa w plaskonablonkowym nowo-
tworze jamy ustnej (ryc. 6). Porphyromonas gingivalis jest bakteria kojarzona
przede wszystkim z zaawansowanymi przypadkami przewleklego zapalenia
przyzebia [131-133]. Jest gram-ujemna, niefermentujaca pateczky, ktéra indu-
kuje nadekspresje receptoréw B7-H1 i B7-DC w komoérkach nablonka jamy
ustnej. Odpowiada za powstawanie i progresje przewleklego stanu zapalnego
poprzez zwigkszong produkeje cytokin IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-a, zapobiegajac
wydzielaniu IL-1b i IFN-y z komérek T CD8p [134]. Porphyromonas gingivalis
jest jednym z najbardziej wirulentnych i patogennych drobnoustrojéw. Wytwa-
rza niskoczasteczkowe substancje toksyczne takie jak kwas mastowy, amoniak
oraz enzymy proteolityczne, ktére najprawdopodobniej niszcza bezposrednio
tkanki przyzebia. Bakterie Porphyromonas gingivalis wystepuja przede wszyst-
kim w plytce poddzigstowej u 0séb z ciezkimi przypadkami przewleklego zapa-
lenia przyzebia [135-138].

Obecnos¢ i miano tych bakterii sa skorelowane ze stopniem zaawanso-
wania procesow destrukcyjnych przyzebia. Czynnikami wirulentnymi tych
bakterii sa rzeski, za pomoca ktdrych, dzigki zdolno$ci przyczepiania sie
do komorek nablonka, biorg znaczacy udzial w mechanizmach niszczacych
struktury przyzebia. Sa odpowiedzialne za aktywacje metaloproteinaz macie-
rzy zewnatrzkomérkowej w tym MMP-1, -9, -10. Bakterie Porphyromonas
gingivalis zakazajac komorki, wywoluja nadekspresje metaloproteinazy pro-
macierzowej-9 (pro-MMP-9) poprzez pobudzenie $ciezki sygnalizacyjnej



52 Rozdzial 9

ERK1/2-ETS1, p38/HSP27 i PAR/NF-kB. Proteinazy cysteinowe bakterii
P. gingivalis przeksztalcaja nieaktywna forme metaloproteinazy proenzymu
pro-MMP-9 w MMP-9, promujac w ten sposob inwazje, migracje i przerzut
komorek plaskonablonkowego nowotworu jamy ustnej. Zwigkszajac ekspre-
sje na poziomie biatka MMP-1 i MMP-10, odpowiadaja za przemieszczanie
sie czasteczek od nablonka epitelialnego do mezenchymalnego. Wplywaja
na podzialy komoérek, aktywujac fosforylacje zaleznej od cykliny kinazy
i zmniejszajac ekspresje bialka supresorowego TPS3, przyspieszajac progre-
sje fazy S cyklu [134]. W komérkach nablonka policzka indukuja prolifera-
cje komorek, aktywujac biatko B-kateniny i zalezna od gingipainy proteolize
bialek. Z drugiej strony wplywaja na proces apoptozy w komoérkach epitelial-
nych dzigsel GEC, hamujac chemicznie indukowany wewnetrzny mitochon-
drialny szlak programowanej $mierci poprzez receptor purynergiczny P2X7.
Aktywujac kinaze JAK1, wplywaja na szlak sygnalizacyjny PI3K/Akt/Stat 3
[139]. Bakterie Porphyromonas gingivalis dodatkowo indukujac nadekspresje
czasteczek miR-203, ktére sa zaangazowane w wyciszanie szlaku sygnalizacji
cytokin 3, dodatkowo hamujg apoptoze [139]. Lipopolisacharyd $ciany bak-
terii Porphyromonas gingivalis zawierajacy fosforylowany 2-keto-3-deoksyokto-
nian, hamuje wewnetrzny mitochondrialny szlak apoptozy komérek nablon-
kowych, poprzez blokowanie uwalniania cytochromu ¢ z mitochondriéw
[139-142]. Bakterie Fusobacterium nucleatum z kolei aktywuja proliferacje,
inwazjeimigracje komoérek nablonkajamyustnej poprzez aktywacje 12 kinaz.
Pobudzajac migdzy innymi aktywowana mitogenem kinaze biatkowa p38,
kinazy: Etk/BMX, S6 kinaze p70 i RhoA, indukuja nadprodukcje metalo-
proteinazy MMP-13 (kolagenaza 3) [143, 144]. Bialtko adhezyjne FadA
z Fusobacterium nucleatum wiaze si¢ z kadheryna E i aktywuje B-katenine.
Powstawanie i magazynowanie nukleocytoplazmatycznej p-kateniny regu-
luje komorki proliferacyjne i odpowiedz zapalng w onkogenezie, zwigksza
agresywno$¢ i/lub potencjal przerzutowy komérek nowotworowych. Fuso-
bacterium nucleatum synergistycznie z innymi bakteriami, grzybami, wiru-
sami moga wywolywa¢ prozapalne mikrosrodowisko, poprzez rekrutacje
naciekajacych guza komorek odpornosciowych sprzyjajacych powstawaniu
nowotworéw (ryc. 6 b).
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(b) na rozwéj komérek nowotworowych jamy ustnej
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CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest analiza ekspresji genéw zaangazowanych w pro-
ces karcynogenezy nowotworéw jamy ustnej, czynnikéw epigenetycznych,
ktore moga wplywacé na ilos¢ powstajacego mRNA bialka.

Cele szczegolowe:

«  Ocena stopnia metylacji 16 genéw pelniacych role w organizmie czlowie-
ka, w tym genéw supresorowych i protoonkogenéw, z wykorzystaniem
zestawu MEOO1 (MRC-Holland, Holandia), u pacjentéw z ptaskonabton-
kowym nowotworem jamy ustnej i leukoplakia. Analiza dotyczy tkanki
nowotworowej w poréwnaniu z tkanka nieobjeta zmiana nowotworowa
tego samego pacjenta, a takze tkanka pacjenta z leukoplakia. Wybér genow
wykazujacych zmieniony stopnient metylacji w poréwnaniu z tkanka pra-
widlowa. Analiza ekspresji wybranych genéw na poziomie transkrypcji,
translacji.

«  Ocena korelacji ekspresji wybranych genéw na poziomie mRNA bialka,
aich stopniem metylacji w rejonach promotorowych.

«  Ocena korelacji wystepowania okreslonych wariantéw polimorficznych
sekwencji pojedynczego nukleotydu (SNP) z ekspresja wybranych genéw
na poziomie mRNA biatka.

« Analiza ekspresji panelu miRNA w tkance zmienionej nowotworowo
i odpowiadajacej jej tkance prawidlowej pacjentéw z nowotworami jamy
ustnej. Wybdr czasteczek miRNA potencjalnie zwigzanych z procesem
nowotworowym jamy ustnej.

«  Analiza bioinformatyczna wybranych miRNA pod katem zdolnosci do
potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genéw, zaangazowanych w pro-
ces nowotworowy jamy ustnej na poziomie translacji.
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MATERIALY IMETODY

Materialy

Material do badan stanowily bloczki parafinowe, pochodzace od pacjen-
tow z nowotworami jamy ustnej leczonych w Klinice Chirurgii Szczekowo-
-Twarzowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Wojskowej Akade-
mii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi. Grupe badang stanowilo
120 pacjentéw ze zdiagnozowanym rakiem plaskonablonkowym jamy ustnej
oraz 20 z leukoplakia. Kontrolg do zmiany nowotworowej byt pobrany od tego
samego pacjenta fragment tkanki nieobjetej procesem nowotworowym, odda-
lony okolo 1-3 cm od towarzyszacej mu zmiany.

Grupe badang stanowili pacjenci zréznicowani pod katem plci, wieku,
rodzaju zmiany nowotworowej, jej wielkosci, charakteru, stopnia zaawansowa-
nia klinicznego (tab. 4).

Tabela 4. Zréznicowanie pacjentéw pod wzgledem analizowanych cech

Analizowana cecha Liczba pacjentéw
Ple¢ Kobieta S1
Mezczyzna 69
Klasyfikacja TNM Ta 21
T1 61
T2 38
Klasyfikacja histologiczna Gl 37
zrdznicowanie @ 83
Wielko$¢ zmiany <3 cm 48
>3 cm 72
Charakter zmiany Pierwotna 120

Wiek pacjentéw wynosit $rednio 62 lata (46-76). Dane pacjentéw doty-
czace ich wieku i plci, rozpoznania, lokalizacji guzéw, stopnia zréznicowania
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tkanki nowotworowej oraz stopnia zaawansowania choroby, pochodza z ana-
lizy danych patomorfologicznych i klinicznych. Wyizolowany material gene-
tyczny (DNA, RNA) byt przechowywany do momentu badan w —800°C.

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego w Lodzi nr RNN/317/13/KE 17 grudnia 2013 r.

Kolejng cze$¢ badan w ramach pracy habilitacyjnej wykonano na zaku-
pionej linii komoérkowej ludzkich komérek raka ptaskonablonkowego jezyka
linii SCC-25 (CRL-1628, ATCC). Prace do$wiadczalne z linia komérkowa
oraz analizy molekularne zostaly przeprowadzone w Zakladzie Biochemii
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Lodzi za zgoda i pod opieka pana
prof. dr. hab. Janusza Szemraja. W pracy przeprowadzano réwniez hodowle
bakterii szczepu JM 109 Escherichia coli, zakupionego w firmie Promega (Pro-
mega Corporation MD, USA). Bakterie JM 109 transformowano rekombi-
nowanymi plazmidami (celem ich namnozenia i izolacji), ktére w dalszym
etapie badan wykorzystywano do transfekcji komoérek linii SCC-25.

Sondy, startery, enzymy do przeprowadzenia odwrotnej transkrypcji
wyizolowanych miRNA, mRNA, sondy do analizy wybranych polimorfizméow
w badanych genach pochodzily z firmy Apply Biosystem (Carlbad, CA USA).
System reporterowy pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression
Vector z firmy Promega Corp.

Metody

Izolacja DNA z bloczkéw parafinowych

W celu pozbycia si¢ parafiny z utrwalonego materialu genetycznego prze-
prowadzono 4-5 ptukan prébek w ksylenie (4-8 krotnie), a nastepnie w alko-
holu etylowym (99,8%, 3—4 krotnie). Niewielki fragment tkanki (~10-30 mg
po deparafinizacji) dodano do probéwki, ktéra zawierata 0,5 ml buforu lizuja-
cego (1% Triton X-100, 2% sarcozyl, 20 mM EDTA, 200 mM Tris, pH 8,0,
0,8 M mocznik, 0,4 M NaCl), rozdrobniono homogenizatorem Tissue Ruptor
(QIAGEN), nastepnie inkubowano przez 15 min w 55°C. W dalszej kolejno-
sci do probéwki dodano 10 pl RNazy (20mg/ml) i inkubowano przez 1 godz.
w 55°C, nastepnie 10 pl proteinazy K (20mg/ml) przeprowadzajac odbialcze-
nie 1 godz. w 55°C. Po inkubacji dodano 0,5 ml mieszaniny fenol: chloroform
(1:1), wirujac 3 min, 13 000 g. Z DNA w fazie wodnej (gérna) wytacono 100 pl
10 M octanu amonu, 1 ml zimnego 96% etanolu. Osad po wirowaniu zawieszano
w buforze LoTE (3 mM Tris-HC], pH 7,5, 0,2 mM EDTA). DNA po izolacji
przechowywano w temperaturze —20°C.
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Analiza stopnia metylacji rejonéw promotorowych
wybranych genéw

Metoda MS-MLPA (Methylation Specyfic Multiplex Ligation-Dependent
ProbeAmplification)

Metoda wykorzystuje specyficzne sondy poléwkowe, ktére hybrydyzuja
dopelniajacym fragmentem analizowanego DNA, na ktérym znajduje si¢ miej-
sce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny Hhal wrazliwy na metylacje.
Catkowite przylaczenie sie obu oligonukleotydow do sekwencji docelowej za
posrednictwem ligazy jest niezbedne do utworzenia matrycy do przeprowa-
dzenia lancuchowej reakcji polimerazy. Od kazdego pacjenta utworzono dwie
prébki: jedna po ligacji byla wykorzystywana do analizy CNV (Copy Num-
ber Wariants), druga trawiona enzymem Hhal w celu oceny stopnia metyla-
cji [MRC Holland.MS-MLPA General Protocol, 2016, dostep online http://
www.mlpa.com]. W trakcie hybrydyzacji do niezmetylowanego miejsca, specy-
ficzne sondy podlegaly kolejno ligacji, a nastepnie strawieniu przez enzym (nie-
obecno$¢ piku z powodu braku amplifikacji), podczas gdy przylaczenie sondy
do metylowanego miejsca chronionego przed trawieniem pozwala na zajscie
reakcji laricuchowej polimerazy (pik obecna amplifikacja zaszla). W celu osza-
cowania procentowego stopnia metylacji dzielono warto$¢ NC (stala normali-
zacji — Normalisation Constant) probki poddanej trawieniu przez wartoéé NC
prébki nietrawionej badanego fragmentu [145]. Schemat postepowania wygla-
dal nastepujaco: kazdorazowo probke denaturowano w buforze TE w korico-
wej objetoéci 5 yl przez S min w 98°C. W celu przeprowadzenia hybrydyza-
cji do kazdej analizowanej prébki dodawano 3 pl mieszaniny hybrydyzacyjnej
sktadajacej si¢ z buforu MLPA, probemix ME0O1 (zawierajacego specyficzne
startery) i inkubowano 20 godz. w temperaturze 60°C.

W dalszej kolejnosci przygotowano dwie mieszaniny: jedna do ligacji
(8,5 ul dH,0, 1,§ pl buforu Ligase Buffer B, 0,25 ul enzymu ligazy — Ligase
DNA), druga do ligacji-trawienia (dodatkowo zawierata 0,5 pl enzymu Hha I).

Do ochtodzonych po procesie ligacji probek (200°C) dodawano 3 pl Ligase
buffer A oraz 10 ul H,O.

Obie mieszaniny umieszczono w 480°C i przeprowadzono reakcje PCR
(3,5 ul dH,0, 1 pl SALSA PCR primer mix oraz 0,25 pl polimerazy DNA).

Do kazdej probki w temperaturze pokojowej dodano S pl przygotowanej
mieszaniny (punkt 2) w celu przeprowadzenia faricuchowej reakcji polimerazy.
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Tabela S. Schemat etapéw przeprowadzanej reakgji laricuchowej polimerazy

Denaturacja DNA
1 98°C S min
2 25°C stop
Hybrydyzacja
3 90°C 1 min
4 60°C 20 godz.
N 20°C stop

Ligacja oraz ligacja plus trawienie

6 48°C stop

7 48°C 30 min

8 98°C S min

9 20°C stop

PCR

10 3S cykli 95°C30s
60°C30s
72°C60s

72°C 20 min

Ostatnim etapem analizy stopnia metylacji probek DNA pochodzacych
od pacjentéw byla elektroforeza kapilarna.

W tej odmianie elektroforezy — polimer i elektrolit zostal umieszczony
w cienkich kapilarach S0-100 pm [ 146]. Produkty rozdzialu reakcji MS przepro-
wadzono na sekwenatorze ABI-3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem).

Izolacja RNA z bloczkéw parafinowych

Tkanke po usunigciu parafiny (procedura identyczna jak w przypadku izo-
lacji DNA) suszono, nastepnie homogenizowano w buforze denaturujacym
(4M izotiocyjanian guanidyny; 0,25 M cytrynian sodu, 0,5% sarkosyl, 0,1 M
merkaptoetanol) wraz z roztworem proteinazy K (o stezeniu 20 mg/ ml) , wyko-
rzystujac homogenizator TissueRuptor (QIA-GEN), nastepnie inkubowano
w 55°C przez noc (16-18 h). Po inkubacji prébke odwirowywano (14 000 g,
S min, 4°C) [115]. RNA z tkanki nowotworowej i nieobjetej procesem
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nowotworowym izolowano, wykorzystujac zestaw mirVana™ miRNA Isolation
Kit (Ambion) zgodnie z zaleceniami producenta. Do supernatantu po wiro-
waniu dodawano 30 pl miRNA Homogenate Additive i inkubowano w 4°C
10 min. Do homogenatu tkankowego w nastepnej kolejnosci dodano 300 yl
mieszaniny kwasny fenol: chloroform i wirowano (S min, 10 000 g). Frakcje
gérna (wodna) przeniesiono do $wiezej probéwki, zawierajacej 375 pl 96%
etanolu i przeniesiono do probéwki zawierajacej kolumne z filtrem. Kolumne
z filtrem po odwirowaniu (15 s, 10 000 g) przeniesiono do nowych probéwek
i ptlukano w 700 pl miRNA Wash Solution 1, wirowano (10, 10000 g). Po dwu-
krotnym przemyciu kolumny w 500 pl Wash Solution 2/3 wirowano (1 min,
10 000 g). Z kolumny wyizolowane RNA eluowano 30 pl wody wolnej od
nukleaz o temperaturze 95°C. Ilos¢ i jako$¢ wyizolowanego materialu oceniano
wstepnie spektrofotometrycznie (Picodrop) przy N = 260 nm. Otrzymane
RNA przechowywano w temperaturze —80°C.

Dokladng analize¢ wyizolowanego RNA przeprowadzano wykorzystujac
zestaw Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies) zgodnie z zalece-
niami producenta. Do prébéwki zawierajacej 65 pl Agilent RNA 6000 Nano
gel matrix dodawano 1 ul RNA 6000 Nano dye, a nastgpnie wirowano (10 min,
13 000 g). Uzyskana mieszaning zelu z barwnikiem fluorescencyjnym nakla-
dano na Nano chipa, umieszczonego w stacji roboczej. W nastepnej kolejno-
$ci dodawano po 5 pl RNA Nano markera. Jako$¢ wyizolowanego RNA okre-
$lano za pomoca analizatora 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Stopier
hydrolizy wyizolowanego catkowitego RNA okreslano w oparciu o otrzymany
elektroforegram (ryc. 7) oraz uzyskane warto$ci RIN. Tylko probki charaktery-
zujace si¢ wartoscig RIN > 7 poddawano dalszej analizie.
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Rycina 7. Przykladowy elektroforegram RNA (RIN10)

Wyizolowany RNA postuzyt do przeprowadzenia reakeji odwrotnej trans-
krypgji.
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Odwrotna transkrypcja (RT)

W celu przeprowadzenia reakcji odwrotnej transkrypcji wykorzystano
zestaw AccuScript PfuUltra II RT-PCR Kit (Stratagene, La Jolla CA, USA)
wedlug zalecen producenta (tab. 6).

Tabela 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej do przeprowadzenia reakeji
odwrotnej transkrypcji

Sklad Objetosé [pl] Stezenie koncowe

10 x AccuScript RT reaction buffer 2,0 1x
Oligo(dT) primer (100 ng/pl) 1,2 6 ng/ul
dANTP mix (10 mM) 2,0 1 mM
‘Woda wolna od nukleaz 9,8 N/A
Catkowite RNA (200 ng) 2,0 20 ng/pl
DTT (100 mM) 2,0 10 mM
AccuScript High-Fidelity RT 1,0 N/A

Mieszanine przed dodaniem DTT i odwrotnej transkryptazy inkubowano
(5 min w 65°C oraz S min w 22°C), nastepnie po dodaniu DTT (ditiotreitol)
i enzymu mieszanine reakcyjna umieszczono w termocyklerze na 30 min
w temperaturze 42°C. Otrzymane w ten sposéb cDNA po zamrozeniu prze-
chowywano w temperaturze —20°C.

Reakcja laricuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
(Real-Time PCR)

Reakcja Real-Time PCR wykonana zostala z uzyciem zestawu TagMan®
Universal PCR Master Mix, No UNG (Applied Biosystems, Carlbad, CAUSA),
wedlug protokotu dostarczonego przez producenta. Do powielania analizowa-
nych cDNA wykorzystano sondy TagMan: Hs00191052 m1, Hs1548034 ml,
Hs01002012_m1, Hs03043884 g1, Hs0392097_gl specyficzne dla genu
DLGAPI, WIF1, NMDAR2B, RPL13A, GADPH. Kazda sonda byta amplifiko-
wana w oddzielnym dolku na 96-studzienkowej plytce. Wszystkie probki byly
inkubowane wstepnie w 50°C przez 2 min i w 95°C przez 10 min, a nastepnie
cyklicznie: w temperaturze 95°C przez 30 s, w 60°C przez 30 s i w 72°C przez
60 s. Przeprowadzono 40 cykli. Do obliczenia wzglednej ekspresji badanych
gendw wykorzystano metode pordwnawcza Ct [116], wyznaczajac progowy
poziom krytyczny fluorescencji Ct (treshold cycle). Poziom ekspresji genéw
normalizowano wobec genu referencyjnego RPL13A. Analiza wynikéw zostata
przeprowadzona za pomoca oprogramowania ABI Prism 7000 (SDS Software).
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W ocenie ekspresji mRNA wykorzystano kontrole bez reakcji odwrotnej trans-
krypcji czy cDNA. Po zakonczeniu reakcji wykonano krzywa topnienia, w celu
sprawdzenia jakosci otrzymanych produktéw PCR (ryc. 8).
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Rycina 8. Przyktad krzywej topnienia tanicuchowej reakcji polimerazowej
W czasie rzeczywistym

Do obliczenia wzglednej ekspresji genéw wykorzystano metode pordéw-
nawcza Ct [147]. Wartoéci Ct odczytywano z krzywej amplifikacji (ryc. 9).
Poziom ekspresji genéw w poszczegdlnych tkankach normalizowano wobec
genu referencyjnego RPL13A i obliczano wedlug wzoru:

ACt=CtG - CtR

gdzie:

R — ilo$¢ badanego transkryptu w probce;

CtG - warto$¢ Ct uzyskana dla danego genu;

CtR - warto$¢ Ct uzyskana dla genu referencyjnego.

W celu obliczenia wzglednej ekspresji genu, przedstawionej jako zmiane
poziomu ekspresji badanego genu pomiedzy tkanka ze zmiana nowotworowa
a tkanka prawidlowg bez zmiany, postuzono si¢ wzorem:

AACt = ACtN - ACtK
gdzie:
R — ilo$¢ analizowanego transkryptu genu w prébce, wyrazona jako wie-
lokrotno$¢ kalibratora;
ACtN - wartos¢ ACt dla tkanki nowotworowej;
ACtK - warto$¢ ACt dla tkanki nieobjetej procesem nowotworowym (kali-
bratora).
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Rycina 9. Przykladowa krzywa amplifikacji otrzymana dla reakcji tannicuchowej polimerazy
W czasie rzeczywistym

Analiza ekspresji panelu mirna
Reakcja odwrotnej transkrypcji — panel miRNA

Reakeje odwrotnej transkrypcji wykonano za pomoca zestawu TagMan®
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), wedlug proto-
kotu dostarczonego przez producenta, uzywajac starteréw Megaplex™ RT Pri-
mers Human Pool A i B (Applied Biosystems). Skladniki mieszaniny reakcyj-
nej zostaly przedstawione w tab. 7.

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji RT

Sklad Objetosé [pl] Stezenie koncowe

Megaplex™ RT Primers Human Pool A, B (10x) 0,8 1x

dNTPs (100 mM) 0,2 2,5 mM
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/ul) 1,5 10U/ul

10x RT Buffer 0,8 1x

MgCl, (25 mM) 0,9 3mM
RNase Inhibitor (20 U/pl) 0,1 0,25U/ul
Woda wolna od nukleaz 0,2 N/A
Catkowite RNA (500 ng) 3,0 65 ng/pl
Objeto$¢ koricowa 7,5 -
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Przeprowadzono 40 cyKkli reakcji odwrotnej transkrypcji, na ktora skladaly
sig trzy etapy (2 min w 16°C; 1 min w 42°C; 1 s w 50°C). Inaktywacje odwrot-
nej transkryptazy przeprowadzono przez S min w 85°C. cDNA przechowy-
wano w temperaturze —80°C.

Reakcja lanicuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
- przeszukiwanie panelu miRNA

Reakcje PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono, wykorzystujac zestaw
TagMan® Universal PCR Master Mix, No UNG (Applied Biosystems), wedlug
protokotu dostarczonego przez producenta. Skladniki wchodzace w sklad mie-
szaniny przedstawiono w tab. 8. Przygotowana mieszanine nanoszono na plytke
TagMan® Human miRNA Array A, B (Applied Biosystems). Reakcje przeprowa-
dzono w aparacie 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems).
Wzgledna ekspresji genéw miRNA szacowano w oparciu o metode poréwnawcza
Ct [147]. Poziom ekspresji genéw miRNA w poszczegolnych tkankach normali-
zowano wobec genu referencyjnego U6 small nuclear RNA.

Tabela 8. Sktadniki mieszaniny reakcyjnej PCR w czasie rzeczywistym

Sklad Objetosé [pl] | Stezenie koricowe
TagMan® Universal PCR Master Mix, No UNG (2x) 450 1x
Woda wolna od nukleaz 444 N/A
cDNA (400 ng) 6 0,45 ng/ul
Koricowa objeto$¢ mieszaniny 900 -

Analize wzglednej ekspresji niewielkiej grupy pacjentéw (5%) przeprowa-
dzono dla ponad 700 genéw miRNA. miRNA o zmienionym profilu ekspresji
wybrano do dalszych badan (tab. 8). Baze danych DIANA Database wykorzy-
stano w celu ustalenia homologii pomiedzy sekwencja miRNA oraz regionem
3’UTR docelowego transkryptu.

Analiza ekspresji wybranych mirna

Reakcja lanicuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym
- wybranych miRNA

Do przepisania sekwencji nukleotydowej z wybranych miRNA
w cDNA wykorzystano zestaw TagMan MicroRNA Reverse Transcription
kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), catkowitego RNA TagMan Reverse
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Transcription kit (Applied Biosystems). Prébki inkubowano 30 min w 16°C
i 30 min w temperaturze 42°C. Odwrotna transkryptaza zostala inaktywo-
wana (S min w 85°C), a uzyskany cDNA przechowywano w —80°C. mirVana
S nmol Mimic (cel-miR-39) uzyto jako kontrole endogenng warunkéw odwrot-
nej transkrypcji. Do powielania analizowanych cDNA wykorzystano specy-
ficzne sondy TagMan: 478587 _mir, 477975 _mir, 479448 _mir, 478623 _mir,
478214 mir, 478606 _mir dla miR: 29a-Sp, 21-Sp, 30a-Sp, 106a-Sp, 92a-Sp,
30d-5p. Kazda sonda byta amplifikowana w oddzielnym dotku na 96-studzien-
kowej plytce. Wszystkie probki byly inkubowane wstepnie w S0°C przez 2 min
i w 95°C przez 10 min, a nastepnie cyklicznie: w temperaturze 95°C przez
30 s, w60°C przez 30 s i w 72°C przez 60 s. Przeprowadzono 40 cykli. Ana-
liza wynikow zostala przeprowadzona za pomoca oprogramowania ABI
Prism 7000 (SDS Software). W ocenie ekspresji miRNA wykorzystano kon-
trole bez reakcji odwrotnej transkrypcji czy cDNA. Po zakoniczeniu reakeji
wykonano krzywa topnienia w celu sprawdzenia jakosci otrzymanych pro-
duktéw PCR. Poziom ekspresji genow miRNA w poszczegdlnych tkankach
normalizowano wobec genu referencyjnego U6 small nuclear RNA.

Genotypowanie

Ilo$¢ i jako$¢ wyizolowanego DNA analizowano za pomoca Nanodrop
(Thermo Fisher Scientific Inc, De, USA). Analize polimorfizméw pojedynczego
nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) wykonano technika
dyskryminaciji alleli (ang. allelic discrimination) z uzyciem sond typu TagMan:
C_27275860 10, C_27275861 10, C_90347381 10, C_344796424 10,
C 342877415 10, C_ 32807625 10, specyficznych dla polimorfizmu:
rs34203757-WIF1, 1rs34505206-WIF1, rs56900803-WIF1, 1s765474396-
-DLGAPI, rs369140549-DLGAPI, rs16946051-DLGAPI1. Mieszanina reak-
cyjna (S pl) zawierala DNA (10 ng). W oznaczeniach wykorzystano zestaw
TagMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems Inc. Carlsbad, CA),
sondy FAM i VIC (200 nM) oraz specyficzne primery dla TagMan Genoty-
ping Assay z Applied Biosystems. Reakcje PCR byly wykonywane w systemie
Real Time PCR 7900 HT (Applied Biosystems) przez 15 min w temperaturze
95°C, a nastepnie 30 cykli (15 s w 92°C i 60 s w 60°C). Analize dyskrymina-
cyjna alleli przeprowadzono na produkcie po PCR. Analizy produktéw ampli-
fikacji zostaly wykonane przy uzyciu oprogramowania SDS 1.2. Jako kontrole
negatywna uzyto mieszaniny pozbawionej genomowego DNA.
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Oczyszczanie produktéw PCR

Oczyszczanie otrzymanych produktéw PCR przeprowadzono, wykorzy-
stujac zestaw Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 15 pl pro-
duktu PCR mieszano z 15 pl Membrane Binding Solution, nastepnie nanie-
siono je na kolumne z filtrem, inkubowano 1 min w 25°C. Po odwirowaniu
(1 min, 15 000 g) kolumne przeplukiwano przy uzyciu 700 yl Membrane
Wash Solution, a nastepnie wirowano (1 min, 15 000 g). Produkt PCR elu-
owano z kolumny 30 pl wody wolnej od nukleaz poprzez wirowanie (1 min,
15 000 xg). Absorbancje oczyszczonego produktu PCR oznaczano, wykorzy-
stujac spektrofotometr (Picodrop) przy A = 260 nm. DNA przechowywano
w temperaturze 4°C.

Analiza sekwencji DNA

Sekwencje produktéw PCR potwierdzano poprzez sekwencjonowanie
DNA (Gemomed Warszawa, CoreLab UM L6dz). W celu okreslenia polimor-
fizmu (SNP) uzyskane wyniki sekwencjonowania poréwnywano z prawidiowa
sekwencja referencyjna z banku genéw, za pomoca programu CLUSTALW
Software.

Analiza ekspresji genu na poziomie biatka
Przygotowanie homogenatéw tkankowych

Homogenaty tkankowe przygotowano z deparafinizowanych tkanek guza
oraz tkanek prawidlowych. Niewielki fragment tkanki (~30 mg) plukano
w zimnym 20 mM buforze PBS, pH 7,2, nastepnie przenoszono do prébowki
zawierajacej 1 ml 10 mM buforu PBS, pH 7,4, uzupelnionego inhibitorami
proteaz Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche). Tkanke rozdrabniano
homogenizatorem Tissue Ruptor (QIAGEN), a powstala zawiesing dwukrot-
nie zamrazano i rozmrazano w celu przerwania ciagloéci blony komoérkowe;.
Homogenat po wirowaniu przechowywano w temperaturze —20°C.

Oznaczanie stezenia bialka

Stezenie bialka catkowitego w lizatach tkanek guza oraz tkanek prawidto-
wych oznaczano zestawem Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo SCIEN-
TIFIC) zgodnie z zaleceniami producenta, wyznaczajac krzywa wzorcows
dla albuminy (R2 = 0,9951). Oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.
Absorbancje probek mierzono za pomoca mikroplytkowego czytnika fotome-
trycznego Multiskan Ascent (Thermo Labsystems) przy A = 570 nm.
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Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Stezenie bialek WIFI i DLGP1 w lizatach tkanek guza oraz tkanek pra-
widlowych oznaczano zestawami Human WIF1 ELISA Kit (LifeSpan Bio-
sciences), Human DLGP1 ELISA Kit (Antibodies)) Human GRIN2B/
NMDAR2B/NR2B ELISA Kit (LifeSpan Bioscences Inc.), wedlug protokotéw
dostarczonych przez producenta. Kontrola endogenng dla obliczenia stezenia
bialka w prébkach stanowita -aktyna Human Actin Beta (ACTb) ELISA Kit
(BMASSAY) zgodnie z zaleceniami producenta (ryc. 10). Absorbancje prébek
mierzono za pomocg mikroplytkowego czytnika fotometrycznego Multiskan
Ascent (Thermo Labsystems) przy A = 450 nm.

Stezenie B-aktyny obliczano z réwnania krzywej wzorcowej:
gdzie:

Poueymy — SteZenie [S-Iaktyny [ng/ml];
Abs - absorbancja.
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Rycina 10. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla -aktyny (R2 = 0,9977)
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Metoda Western Blot

Komorki SSC-25 przed i po transfekeji oraz po odwirowaniu homogeni-
zowano w buforze: 25 mM Tris-HCI, pH 7,4 z mieszaning inhibitoréw proteaz
Complete (Roche Diagnostics GmbH). Iloé¢ biatka w homogenacie oznaczano
metoda Lowryego. Homogenat komoérek (S0 pg biatka/studzienke) inkubo-
wano w roztworze: 0,125 M TRIS, 10% glicerol, 0,22% blekit bromofenolowy,
2% SDS, 0,1% 2-merkaptoetanol, przez S min w temperaturze 100°C. Zdenatu-
rowane biatka rozdzielano na 10% zelu poliakrylamidowym wg metody Laemmli
przy napieciu 100V. Rozdzielone biatka przenoszono na blone nitrocelulozows
(0,2 pm, Hybond-ECL, Amersham) metoda elektroblotingu przez 1,5 godz. przy
natezeniu pradu 350 mA. Po trzykrotnym (przez S min) przeplukaniu blony
nitrocelulozowej w buforze TBST (50 mM TRIS, 153 mM NaCl, Tween 0,05%,
pH 7,5) blokowano niespecyficzne wigzania przez inkubacje w 5% odtluszczo-
nym mleku w TBST przez 1 godz. Po kolejnym trzykrotnym plukaniu w TBST
blone nitrocelulozowa poddano inkubacji ze specyficznymi przeciwcialami poli-
klonalnymi, anty receptor NMDAR2B lub anty $-aktyna (Sigma) w rozciericze-
niu 1 : 1000 w 5% mleku w TBST i pozostawiono na noc w 4°C. Nastepnego
dnia po standardowym przeplukaniu w TBST blone¢ inkubowano 30 min w tem-
peraturze pokojowej z wtérnym, poliklonalnym przeciwcialem IgG, polaczo-
nym z peroksydaza chrzanows, rozcieiczonym w stosunku 1 : 1000 w 5% mleku
w TBST. Do detekcji biatka uzyto metody chemiluminescencyjnej ECL, wyko-
rzystujac zestaw firmy PIERCE. Jako bialko odniesienia oznaczono p-aktyne.

Hodowla bakterii JM 109 (Promega Corp)

Baterie E.coli szczep JM 109 hodowano na ptynnej pozywce LB (Luria-Bertani)
16-18 godz. w obecnosci antybiotyku ampicyliny w stezeniu 100 pg/mlw 37°C.

Synteza oligonukleotydow zawierajacych sekwencje 3’UTR genu
DLGAP1 zawierajacego sekwencje miejsca, z ktéra potencjalnie wiaze si¢
wybrana czasteczka miR-30a-Sp

Analiza bazy Target Scan Human S.1, Diana, platformy miRSystem postu-
zyta do zaprojektowania oligonukleotydéw o dlugosci 53 pary zasad (tab. 9),
odpowiadajacych fragmentowi 3"UTR transkryptu genu DLGAPI, ktére zawie-
raly prawidlowe oraz zmutowane miejsca wigzania badanego miR-30a-5p.
Zaprojektowane oligonukleotydy zawieraly na koricach miejsca rozpoznawalne
przez enzymy restrykcyjne Sacl, Xbal. Synteze oligonukleotydéw przeprowa-
dzono w firmie Genomed (Warszawa). Zsyntetyzowane oligonukleotydy sens
i antysens hybrydyzowano 95°C 3 min, 370°C 15 min w termocyklerze firmy
Biometra (TGradient).
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Klonowanie syntetycznych oligonukleotydow w wektorze pmirGLO
(Promeg Corp)

Zaréwno wektor pmirGLO (ryc. 11a, b), jaki syntetyczne oligonukleotydy
trawiono enzymami Xba I, Sac i w buforze FastDigest przez 30 min w tem-
peraturze 370°C. Kompletno$¢ strawienia wektora potwierdzono na 2% zelu
agarozowym i w buforze TAE (bufor TRIS-octan-EDTA). Zhydrolizowane za
posrednictwem enzymow restrykcyjnych oligonukleotydy i wektor pmirGLO
ligowano w buforze Rapid ligation buffer przez 30 min w temperaturze pokojo-
wej, wykorzystujac ligaze DNA T4.

5. .GCAAG ATCGC CGTGT AATTC TAGTT GITTTA AA'CGA GCTCG CTAGCl

| I}
lve2 Pmel  EcolCRI  Nhel
Dral Sac |

1CTCG.‘?\ G;FCTA GAIGTC GADJCT GCAGG.. 3

Xhol Xbal Sall
Accl Sk

Rycina 11a. Schemat budowy wektora pmirGLO z miejscami do klonowania
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Rycina 11b. Mechanizm dziatania wektora pmirGLO
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Synteza oligonukleotydéw zawierajacych sekwencje 3’UTR genu
DLGAP1 zawierajacego sekwencje miejsca, z ktéra potencjalnie wigze sie
wybrana czasteczka miR-30a-Sp

Analiz¢ oddzialywania wybranego miR-30a-Sp z transkryptami genu
DLGAPI przeprowadzono z wykorzystaniem systemu reporterowego pmirGLO
Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector (Promega Corp), wykorzy-
stujacego aktywnos$¢ lucyferazy. Analiza bazy Target Scan Human postuzyta do
zaprojektowania oligonukleotydéw o dlugosci 53 nukleotydow zakonczonych
miejscami rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne Sacl i Xhol (tab. 9)
odpowiadajace fragmentowi 3'UTR transkryptu genu DLGAPI, ktére zawie-
raly prawidlowe oraz zmutowane miejsca wigzania badanego miRNA. Synteze
oligonukleotydéw przeprowadzono w fimie Genomed (Warszawa). Zsyn-
tetyzowane oligonukleotydy sens i antysens hybrydyzowano: 3 min w 95°C,
15 min w 37°C w termocyklerze firmy Biometra (TGradient).

Tabela 9. Sekwencje nukleotydowe oligonukleotydéw odpowiadajace rejonowi
3'UTR transkryptu genu DLGAI

Wstawka SAGTCGAGT

2128 UTR | CCTGCATTCAGTCCTGCTGIITACAATGTGAAATCTCGAGATCG 3’
3ITCAGCTCGA
GGACGTAAGTCAGGACGACAAATGTTACACTITAG

AGCT CTAGCS

Wstawka SAGTCGAGT

21-28 UTR | CCTGCAITCAGTCCTGCTGTAATCAATGTGAAATC
zmutowana |TCGA GATCG3’

3’ TCAGCTCGA
GGACGTAAGTCAGGACGACATTAGTITACACTITAG
AGCT CTAGCS’

Wstawka S AGTCGAGCT CCATIGTAATGACAATGTITACATAGTAATCATIC
74-81 UTR | TCGA

GATCG

3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACAAATGTATCATTAGTAAG
AGCTCTAGCS

Wstawka S’ AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTAATTATAGTAATCATIC
74-81 UTR | TCGAGATCG3
zmutowana |3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTITACATTAATATCATTAGTAAG
AGCTCTAGCS
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Transformacja kompetentnych bakterii JM 109 z zastosowaniem DMSO

Do 100 pl komoérek kompetentnych, rozmrazanych w taznilodowej w tem-
peraturze 4°C, dodano DNA plazmidowy i inkubowano przez 15 min. Nastep-
nie dodano 920 pl mieszaniny o skladzie: 850 ul LB 6,1, 50 yl DMSO, 20 ul 1 M
glukozy. Proby inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 min, a nastep-
nie przez 1 godz. w temperaturze 37°C z wytrzasaniem. Po inkubacji komorki
wysiewano na podloze selekcyjne (L-agar) z dodatkiem ampicyliny w stezeniu
100 pg/ml [148].

Izolowanie DNA plazmidowego

Plazmidowy DNA oczyszczano korzystajac z gotowych zestawéw Wizard
Plus SV MiniPreps firmy Promega lub izolujac bez uzycia gotowych zesta-
wow [149]. W przypadku zestawdw gotowych izolacji plazmidéw dokonano
wg instrukcji producenta. Komoérki E. coli zawieszano w kolejnych buforach
zestawu. Po rozpuszczeniu i lizie komorek bakterii supernatant z DNA plazmi-
dowym nanoszono na zloze zamieszczone w zestawie, a nastepnie przemywano
kolumne buforem przemywajacym. DNA plazmidowe zwiazane ze zlozem
wymywano 60-100 pl wody wolnej od nukleaz. Konicowe stezenie wyizolowa-
nego DNA oznaczano spektrofotometrycznie.

Preparatyka DNA plazmidowego — mikropreparatyka

W celu wyizolowania plazmidowego DNA hodowle bakterii E. coli prowa-
dzono w pozywce LB z dodatkiem ampicyliny w stezeniu 100 pg/ml z wytrzasa-
niem. Pojedyncza kolonig bakterii, ktora wyrosta na statym podlozu LB z dodat-
kiem agaru i ampicyliny (100 pg/ml) przesiewano do 3 ml (minipreparatyka)
lub do 100 ml (makropreparatyka) podloza namnazajacego (LB z ampicylina).
Inkubacje prowadzono przez noc w 37°C z ciaglym wytrzasaniem.

Celem wstepnego wyselekcjonowania klonéw zawierajacych zrekombino-
wany plazmid 3 ml calonocnej hodowli odwirowano (2-3 min, 13 000 obr/min).
Do osadu dodano 100 pl odczynnika RI, wymieszano i inkubowano w 4°C przez
1S min. Po tym czasie dodano 200 pl RII i pozostawiono na S min w tempera-
turze pokojowej. Nastepnie do mieszaniny dodano 150 pl RIII i inkubowano
przez 30 min w 4°C. Odwirowano 10 min w mikrowiréwce (13 000 obr/min).
Do supernatantu dodano 340 pl izopropanolu. Po odwirowaniu osad przeplu-
kano 70% etanolem, ponownie wirowano 10 min i doktadnie wysuszono. Osad
rozpuszczono w 30 pl buforu LoTE i inkubowano z RN-azg o stezeniu 1 mg/ml
przez 30 min w lazni wodnej o temperaturze 56°C, nastgpnie proby naniesiono
na 1% zel agarozowy z dodatkiem barwnika obciazajacego.
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Poprawnos¢ konstruktu pmir GLO-oligonukleotyd potwierdzono sekwen-
cyjnie (CorLab Uniwersytet Medyczny, £6dz).

Hodowla komoérkowa

Linie komoérkowa SCC-25 ludzkiego raka plaskonablonkowego jezyka
(ATCC CRL-1628) hodowano zgodnie z zaleceniami producenta, wykorzystu-
jac mieszanine podloza Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) i Ham's F12
(w stosunku 50 : 50), suplementowang 10% bydleca surowica plodowa podlega-
jaca inaktywacji termicznej. Pozywke wzbogacano 400 ng/ml hydrokortyzonu
oraz mieszaning antybiotykéw o stezeniu koricowym: 100 UI/ml penicyliny,
100 pg/ml streptomycyny i 0,25 mg/ml amfoterycyny B. Hodowle komérek pro-
wadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% dwutlenku wegla
(CO2), w inkubatorze firmy NuAire In-vitroCell. Pasaz hodowli komérkowej
przeprowadzano wykorzystujac 0,25% roztwér trypsyny z EDTA, nastepnie
wysiewano do nowego naczynia hodowlanego w stosunku 1 : 4.

Transfekcja komorek SCC-25 ludzkiego raka plaskonablonkowego
jezyka zaréwno miR-30a-Sp, jak i plazmidami zawierajacymi miejsce
wigzania miR-30a-Sp

Zalozono hodowle ludzkich komoérek SCC-25 ludzkiego raka plaskona-
blonkowego jezyka w 25 ml butelce do hodowli komérkowej, w standardowej
pozywce hodowlanej o gestosci 2,5 x 105 komérek/kolbe (60-80% konfluen-
cji). Po 24 godz. pozywka wzrostowa zostala zastapiona przez $wieza pozywke
bez surowicy, uzupelniong mieszaning 50 pM miR-30a-5p mimic, lub miRNA
jako mimic negative control (Apply Biosystems), 100 ng/ml plazmidu pmirGLO
zawierajacym prawidlowe lub zmutowane miejsce wigzania miRNA na genie
DLGAPI, lub wektorem pmirGLO nie zawierajacym wstawki (w celu spraw-
dzenia czy miRNA nie oddzialuje z transkryptem lucyferazy), S ul Lipofecta-
miny 3000 (Invitrogen) w 100 pl medium (wcze$niej w celu utworzenia kom-
pleksu inkubowanych w temperaturze 20°C) i inkubowano przez 5-7 godz.
Po inkubacji pozywke usunieto oraz zastapiono normalng pozywka z surowica
i inkubowano przez odpowiednio 24, 48, 72 godz. Wydajno$¢ transfekeji oce-
niano po 24 godz., na podstawie luminescencji emitowanej przez lucyferaze po-
chodzaca z zebroplawa (Renilla reniformis). Aktywno$¢ lucyferazy mierzono
po 24,48, 72 godz. Komorki zamrozono i utrzymywano w temperaturze —80°C
dla dalszych eksperymentow.
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Analiza aktywnosci lucyferazy

Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega Corp) zgodnie z zalaczona
instrukcja zostal wykorzystany do pomiaru aktywnosci lucyferazy na lumino-
metrze GloMax. Aktywnos¢ lucyferazy normalizowano do luminescencji emi-
towanej przez lucyferaze pochodzacg z zebroplawa (Renilla reniformis).

Ocena aktywnosci cytotoksycznej w tescie MTT

Wplyw wyciszania badz zwigkszania ekspresji genu DLGAPI po trans-
fekcji komoérek miR-30a-5p na proliferacje oraz apoptoze komorek rakowych
badano przy uzyciu testu MTI' oraz cytometrii przeplywowej. Zastosowany
test MIT z bromkiem 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-dimetylotetrazolu,
polegal na kolorymetrycznej ocenie aktywno$ci metabolicznej komorek
nowotworowych, opartej na konwersji soli tetrazoliowej do nierozpuszczal-
nego formazanu. Ilo$¢ utworzonego formazanu byla proporcjonalna do ilosci
zywych komoérek. W celu oceny wlasciwosci cytotoksycznych badanych zwigz-
kéw, wprowadzanych do komoérek linii SCC-25, komérki wysiewano na plytki
96 stanowiskowe w liczbie S000 komoérek na studzienke, a nastepnie doda-
wano odpowiedniej pozywki hodowlanej w ilo$ci 0,2 ml. Komérki nowotwo-
rowe pozostawiono na 72 godz. w celu osiagniecia wzrostu logarytmicznego.
Po uplywie tego czasu pozywke usuwano i na plytki do odpowiednich stano-
wisk dodano syntetyczne oligonukleotydami RNA. Komoérki hodowano przez
24,48 172 godz. w celu oceny wplywu cytotoksycznego badanych zwiazkow.
Po uplywie tego czasu do kazdej studzienki dodawano roztwér MTT (Sigma-
-Aldrich) w pozywce hodowlanej o koficowym stezeniu 2 mg/ml. Komorki
pozostawiono z roztworem barwnika na 4 godz. Po tym czasie pozywke usu-
wano i do kazdej studzienki dodawano po 200 pl dimetylosulfotlenku w celu
rozpuszczenia powstalych krysztaléw formazanu. Odczytu absorbancji doko-
nywano przy uzyciu czytnika do mikroplytek (BioTek Instruments) przy dtu-
gosci fali 570 nm. Stopien cytotoksycznosci obliczono wedlug nastepujacego
wzoru: procent cytotoksycznosci (martwe komérki) = (1 — [absorbancja bada-
nej probki/absorbancja kontroli]) x 100%.

Analiza procesu apoptozy z zastosowaniem cytometrii przeplywowej

Apoptoze oraz nekroze komorek plaskonablonkowych raka jezyka linii
SCC-2S traktowanych miR-30a oceniano przy uzyciu zestawu Muse Annexin V
and Dead Cell Assay Kit (Millipore) zgodnie z instrukcja obstugi i instrukeja pro-
ducenta. Po zakonczonej ekspozycji komérki nowotworowe trypsynizowano
i przemywano dwukrotnie jalowym roztworem PBS. Sporzadzano zawiesine
komoérek w podtozu, tak aby koricowe stezenie wynosito 1 x 105 komérek/ml.
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Protokét barwienia obejmowal dodanie 100 pl zawiesiny komoérek do 100 pl
odczynnika Muse Annexin V and Dead Cell Assay Kit i wymieszanie roztworu.
Probki inkubowano przez 20 min w temperaturze pokojowej bez dostepu $wia-
tta. Odsetek komorek apoptotycznych analizowano metoda cytometrii prze-
plywowej przy uzyciu systemu Muse Cell Analyzer (Millipore) i wyrazono jako
udzial procentowy komorek apoptotycznych. Jako kontrole negatywna uzyto
czystego podtoza z dodatkiem surowicy FBS. Jako kontrole pozytywna zastoso-
wano pozywke z dodatkiem paklitakselu w stezeniu 100 nmol. Test ten pozwala
na rozréznienie czterech populacji komérek: nieapoptotycznych (zywych)
o fenotypie aneksyna V (-) i 7-AAD (-), wczesnoapoptotycznych o feno-
typie aneksyna V (+) i 7-AAD (-), péznoapoptotycznych i martwych o fenoty-
pie aneksyna V (+) i 7-AAD (+) oraz nekrotycznych o fenotypie aneksyna
V (-)i7-AAD (+).

Analiza statystyczna

Analize statystyczna wynikéw przeprowadzono w programie STATI-
STICA StatSoft Version 10. Do oceny réznic pomiedzy $rednimi dla zmiennych
powiazanych (tkanka nowotworowa i prawidlowa) wykorzystano test t dla
prob zaleznych. W celu sprawdzenia istotno$ci pomiedzy $rednimi, w poszcze-
gblnych grupach pacjentéw z plaskonablonkowym nowotworem jamy ustnej,
przeprowadzono analize wariancji (jednoczynnikowa ANOVA) oraz test post-
-hoc (test Tukeya). Analize zwigzku korelacyjnego pomiedzy zmiennymi ilo-
$ciowymi wykonano za pomoca wspodlczynnika korelacji liniowej Pearsona.
Analize zmiennych wyrézniajacych poszczegélne grupy badanych przepro-
wadzono z wykorzystaniem analizy dyskryminacyjnej. Istotnos¢ statystyczng
ustalono na poziomie p < 0,0S.
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Analiza stopnia metylacji wybranych genéw

W analizie stopnia metylacji postuzono si¢ programem firmy MRC-Hol-
land. Procent metylacji analizowanych genéw szacowano, poréwnujac pliki
uzyskane w elektroforegramie dla prébki metylowanej i odpowiadajacej jej nie-
trawionej prébki.

% metylacji = IR probka trawiona/ IR probka nietrawiona x 100%

Wspétczynnik IR (International Normalized Ratio) otrzymany przez
podzial intensywno$ci sygnatu probki przez warto$¢ sygnatu proby referen-
cyjnej. Procent metylacji w tkance nowotworowej badanych genéw uzyskano
przez odjecie wartosci dla czesci tkanki nieobjetej procesem nowotworowym
od tej, w ktorej nie obserwowano zmian nowotworowych. Podobnego wylicze-
nia dokonano dla pacjentéw z leukoplakia.

Jedna z bardzo wczesnych i powszechnych zmian w nowotworach glowy
i szyi jest delecja rejonu 9p21 chromosomu, na ktérym zlokalizowane s3 geny
CDKN2B i CDKN2A. Na podstawie analizy CNV badanych probek, podda-
nych tylko ligacji, zaobserwowano delecje homozygotyczna tego wlasnie frag-
mentu chromosomu (ryc. 12, 13). W analizie statystycznej nie brano ich pod
uwage [84, 85].



78 Rozdziat 12

a)

b)
| s EI 3 iy
e 35 : 2
v, ek A
Es ¢ : E; Eﬁg -.-i 5
S AR AN N R T T
: 1 il .ﬁ!-i};i ElER i,
- § A E HB AR
£# : §

3T BEER BEriRF CH#RR=AARARICR EREZYR i NESECHRITHER
Rycina 12. Przykladowy rozdziat probki pacjenta otrzymany na sekwenatorze
z wykorzystaniem oprogramowania Coffanalyser.Net. (a) Rozdzial prébki po ligacji
i trawieniu; (b) Rozdzial prébki tylko po ligacji. Kropki zielone odpowiadaja CNV analizie,
czarne metylacji badanych fragmentéw gendw
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Rycina 13. Przykladowa graficzna prezentacja rozdzialu: (a) Fragment z delecja
heterozygotyczna genéw CDKN2A i 2B po ligacji; (b) Ten sam fragment po ligacji,
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Stopien metylacji analizowanych genéw przedstawiono w tab. 10. Za zme-
tylowany gen przyjeto warto$¢ % metylacji réwna lub wyzsza od 15%. Wartos¢
odcieta wybrano zgodnie z literaturg [86]. Wybranymi do analiz genami byly:
CDKN2B, ATM, TIMP3, APC, CDKN2A, MLH1, RARB, CHFR, DLGAP]I,
C20rf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13, WIFL.

Tabela 10. Analiza stopnia metylacji u pacjentéw z plaskonablonkowym nowotworem jamy
ustnej i leukoplakia wyrazona w % (warto$ci dodatnie dotycza hypermetylacji wzgledem
tkanki nieobjetej procesem nowotworowym, ujemne hypometylaciji)

a) Pacjenci z nowotworem plaskonablonkowym jamy ustnej

ﬁ [ag) ﬁ — &S - 5 S )
NI
5| <|E|%|8|% 2|52 §|° 8|87 |8
1 7 0 01 13 0| 13 S S|-10| 9 9 0 7 0 7
2 | 18 0 0 7 0 01 12 9| -7| 14 15 0 0 10
3|30 0 4112 0| 16 6 4 | =8| 11| 16 0 9 S 0| 37

4 8 0 3 0| 11 ] 10 0| -3 0 3 6 0 13

S |22 0 0 7 0| 18 6 0 |-11 91| 11 0 8 9 3

6 | 45 0 S|130| 14 0] 13 0 (-32| 0] 21 S 7 0| 36| 31
7 1 31 0 0 0|29 0| -9| 10| 15§ 01 12 0 4120
8 9 0 7 0 4 7115 | =7 7 01 13 8 7 S
9 | 32 0 91| 16 020 21 0 |-11 0| 15 3 9 3 13
10 | 40 0 0 9 0| 37] 16 0 [-28| 14 | 19 01 13 9 9111
11 | 69 0 4119 0|26 12 0|-47| 36| 33 0122 313526
12 9 0 0 0 3 o -7 9 7 3 8 13
13|22 | 11 1 0 12 0 [-13| 11| 11 3 4 12
14 | 25 0 1 7121 S|-14| 6] 13 2 3 20
15 | 21 0 0| 19 0 2 6 0 |-11 0| 10 0 7 8| 11 7
16 | 3§ 0 S 0 0| 12| 12 0 (-23| 11| 13 0| 10 7 9| 14
17 | 42 0 4| 23 0 41 14 0 (-30| 0] 25 3114 3| 13| 30
18 | 16 0 0 9 S 9 6 0| -5 7 4 2

19 | 28 0 2| 14 0| 18 8 0 (-14| 13 | 14 2 9 2 7
20 | 45 0 0| 14 0 3112 0 [-13| 18 | 21 0| 14 3|32
21| 27 0 4| 2§ 0 4 8 0 (-16| 8| 12 4 9 9 S| 31
22 | 59 0 0 0 0|26 29 0 [-41| 22 29 S| 34 1 22
23 | 41 0 0117 0| 15| 10 0 -9 17| 21 01 12 8| 13 | 39
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b) Pacjenci z leukoplakia
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Genami najczesciej ulegajacymi metylacji w badanej grupie byly: WIFI

(46,6%), GPx (41,6%). Najrzadziej: CHFR (1,6%), CDKI1B (1,6%). W przy-
padku genu DLGAP]I zaobserwowano obnizenie metylacji w stosunku do tkanki

prawidlowej (-35,8%) — hypometylacje. U pacjentéw z leukoplakia procent
metylacji analizowanych genéw pozostawal na niskim poziomie (ponizej 10%).
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Porownanie stopnia metylacji analizowanych genéw
z klinicznym zaawansowaniem choroby. Klasyfikacja TNM

Testu Chi2 Pearsona uzyto do poréwnania stopnia metylacji badanych
antyonkogenéw: ATM, TIMP3, APC, MLH1, RARB, CHFR, DLGAPI,
C2o0rf40, GPX3, CDKNI1B, EPB41L3, TP73, CDH13, WIFI ze stopniem
klinicznej klasyfikacji Ta, T1, T2. W analizie statystycznej przyjeto warto$é
p — prawdopodobienstwa za istotng statystycznie jezeli wynosila ponizej 0,0S.

Tabela 11. Stopieri metylacji analizowanych genéw pacjentéw z plaskonablonkowym

nowotworem jamy ustnej wedlug klasyfikacji TNM

Gen . Ta . . T1 . . T2, , Wartos¢ p
(liczba pacjentéw) | (liczba pacjentéw) | (liczba pacjentéw)

TIMP3 0 0 0 0,33
ATM 0 0 0 -
APC 8 11 13 0,63
MLH]1 7 16 13 0,48
RARB 3 6 9 0,99
CHFR 2 0 0 0,41
DLGAPI 1 11 31 0,03
C2f40 4 14 9 0,36
GPX 3 16 31 0,07
CDKI1B 2 0 0 0,41
EPB 0 3 S 0,55
TP73 1 3 0 0,61
CDH13 0 0 9 0,11
WIF1 S 16 35 0,2

Analiza statystyczna wykazala istotnie statystyczna korelacje stopnia mety-
lacji badanych genéw z klinicznym stopniem zaawansowania choroby TNM
tylko w przypadku genu DLGAPI (tab. 11).
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Porownanie stopnia metylacji analizowanych genéw
ze stopniem zlosliwosci nowotworu G

Testu Chi2 Pearsona uzyto do poréwnania stopnia metylacji badanych anty-
onkogenéw: ATM, TIMP3, APC, MLH1, RARB, CHFR, DLGAPI, C20rf40,
GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13, WIFI ze stopniem zlosliwosci
nowotworu wedlug klasyfikacji G. Grupe badang stanowili pacjenci z plasko-
nablonkowym nowotworem jamy ustnej o stopniu zlo$liwosci nowotworu G1
(rak wysokozréznicowany — niski stopien ztosliwosci), G2 (rak $redniozréznico-
wany — po$redni stopien zlogliwosci). W analizie statystycznej przyjeto warto$é
p — prawdopodobieristwa za istotna statystycznie jezeli wynosita ponizej 0,05.

Tabela 12. Stopieni metylacji analizowanych genéw pacjentéw z plaskonablonkowym
nowotworem jamy ustnej wedlug klasyfikacji G

Gen Czestosc % Iiij(ellili(z’)l::) ;i’j(elrili(z::) Wartos¢ p
TIMP3 3,33 0 4 0,95
ATM 0 0 0 -
APC 26 22 10 0,06
MLH1 30 18 18 0,84
RARP 15 12 6 0,32
CHFR 16 2 0 0,96
DLGAPI 35,8 8 35 0,01
C2£40 22,9 10 17 0,84
GPX 41,6 13 27 0,17
CDK1B 1,6 2 0 0,96
EPB 4IL3 6,6 0 8 0,51
TP73 3,33 2 2 0,51
CDH13 7,5 0 9 0,51
WIF1 46,6 15 41 0,03

Analizowane geny wykazywaly zréznicowany stopielt metylacji, jezeli cho-
dzi o stopien ztosliwosci nowotworu. Wyzsza czesto$¢ metylacji dla stopnia zlo-
$liwosci nowotworu G1 wzgledem G2 wykazywaly geny: RARB, APC, CHFR,
przeciwng czesto$¢ geny: TIMP3, DLGAPI, C2orf40, GPX3, CDKNIB,
EPB41L3, CDHI13, WIFL. Tylko 2 geny DLGAPI (p =0,01) i WIFI (p = 0,03)
wykazywaly istotnie statystycznie roznice w stopniu metylacji, poréwnujac zto-
$liwo$¢ badanych nowotwordéw w skali G1, G2 — nizsza w G1, wyzsza w G2
(gen WIFI), obnizona bardziej u pacjentéw z G2 w poréwnaniu z G1.
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Dalszg analize przeprowadzono dla wybranych genéw DLGAPI i WIFI.
Przydatno$¢ przeprowadzonych oznaczen stopnia metylacji genéw: DLGAPI
i WIFI w ocenie stopnia zlosliwosci guza G1, G2, wykonano w oparciu o model
regresji logistycznej, wykorzystujac jako zmienne objasniajace metylacje
w analizowanych genach, nastepnie wykonano krzywe ROC (ryc. 14, 15). Ana-
liza ilorazu szans wykazala, ze prawdopodobiernistwo wystapienia stopnia G2
zlodliwosci guza jest ponad 6,5-krotnie wyzsze w przypadku genu DLGAP]I,
4-krotne w przypadku genu WIFI.
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Rycina 14. Przykladowa krzywa okreslajaca przydatno$¢ analizy stopnia metylacji genéw
DLGAPI1iWIFI
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Rycina 15. Okre§lenie przydatnosci oznaczenia stopnia metylacji badanych genéw DLGAPI
i WIFI (ROC) w ocenie stopnia zlosliwoéci nowotworu: (a) gen DLGAPI; (b) gen WIFI;
(c) oba analizowane geny. Zielony kolor na wykresie oznacza punkt odciecia
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Rycina 15 (cd.)

Na podstawie oznaczonych parametréw czuloéci, specyficznodci (przy
punkcie odcigcia 15%), w oparciu o rozszerzone badania na zdecydowanie
wiekszej populacji uzupelnionej o pacjentéw ze stopniem ztoéliwosci G1i G2,
mozna wnioskowad, Ze ocena metylacji (hiper, hypometylacji) analizowanych
genéw moze byé potencjalnie przydatna w ocenie stopnia ztosliwosci (tab. 11).

Tabela 13. Ocena stopnia metylacji genéw DLGAPI, WIF1 jako markeréw pozwalajacych
na rozpoznanie stopnia zlosliwo$ci nowotworu przy punkcie odciecia 15%

Gen DLGAPI Gen WIF1
Czulos¢ 15 % punkt odciecia 0,43 0,56
Czuloé¢ punkt odcigcia proponowany 0,93 0,73
Specyficznoé¢ 15% punkt odciecia 0,45 0,74
Specyficzno$¢ punkt odcigcia proponowany 0,95 0,71
AUC 0,64 (p=0,0434) | 0,70 (p=0,0011)

Analiza przedstawionych w tab. 13 wynikéw wskazuje, ze zaréwno gen
DLGAPI, jaki WIF1 méglby potencjalnie stuzy¢ do odréznienia stopnia ztosli-
wosci nowotworu G1, G2.

W dalszych analizach zmian molekularnych w genomie pacjentéw z pla-
skonablonkowym nowotworem jamy ustnej skoncentrowano si¢ na dwdch
genach: DLGAPI (obnizonym stopniu metylacji) i WIF1 (podwyzszonym
stopniu metylacji).
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Analiza ekspresji genéw DLGAP1, WIF1 na poziomie mRNA
bialka u pacjentow z leukoplakia i plaskonablonkowym
nowotworem jamy ustnej

W kolejnej czesci pracy postanowiono zanalizowad ekspresje wybranych
gendéw: DLGAPI i WIFI na poziomie transkrypcji, translacji genéw, ktore
w przedstawionych wczeéniej badaniach ulegaly metylacji w procesie nowo-
tworowym. Ekspresje genow w tkance nowotworowej skorelowano ze stop-
niem zlosliwosci nowotworu G1, G2, jak réwniez ze zmieniong przednowo-
tworowo tkankg (leukoplakia). Kontrole dla zmiany przednowotworowej, jak
i nowotworowej stanowita tkanka tego samego pacjenta nie wykazujaca zmiany
nowotworowej. Zaobserwowano wzrost ekspresji genu DLGAPI o 6,1%
w komoérkach pacjentéw z leukoplakia, natomiast u chorych z ptaskonabtonko-
wym nowotworem jamy ustnej o 37,6% (stopien zlogliwoséci G1), 46,6% (sto-
pien zlogliwosci G2) na poziomie mRNA i odpowiednio 17,3% u pacjentéw
z leukoplakia, 76,5% (stopien zlosliwosci G1), 91,3% (stopien zlosliwosci G2)
na poziomie produktu translacji genu biatka DLGAPI, w poréwnaniu do tka-
nek nie zmienionych nowotworowo. Analiza ekspresji genu WIFI wskazala na
odwrotng korelacje. Na poziomie transkrypcji ekspresja genu zmalata 0 9,5%
u pacjentéw z leukoplakig, a u pacjentéw z plaskonablonkowym nowotworem
jamy ustnej odpowiednio: 39,4% (stopien ztosliwosci G1), 57,2% (stopien
zlosliwoéci G2) na poziomie translacji 16% (leukoplakia), 65,5% (G1), 81,9%
(G2), w poréwnaniu z tkanka nie zmieniona nowotworowo (ryc. 16).

1.2

a0

< .

(-9

3 08

-

g o

% 0.6

E 04 i

E 0.2

3

-

i

= 00

2 tkanka leukoplakia tkanka tkanka
pl'a'i"l'imtlwa NOWOTWONDWa NOWODWOrowa

G1 G2



90 Rozdzial 12

9,0

? B0 T :
3
6,0
5 50
B 40
{ &
g 2.0
* Il:] .

0,0 -
Tkanka lewkoplakia teanka tkanka
prawidlowa NOWOTwWOrowa nOWolworowa

Gl Gl

1,0

g o9

(a) .

- 08

-

3 07

g 0,6 "
E 0,5 I
i 5
= 03

% 0,2

= 01

0,0
thanka leukoplakia thanka thanka
prawidlowa nowotworowa nowotworowa

G1 G2

8,0

= 71,0

E .

@ 60

&

= S50

3 40

a 30

E 2
2

|

0,0
tkanka leukoplakia tkanka tkanka
prawidlowa NOWOtWOrowa nowotworowa

G1 G2

Rycina 16. Analiza ekspresji genéw WIF1 i DLGAPI na poziomie transkrypcji, translacji.
Réznice miedzy $rednimi dla tkanki prawidlowej w poréwnaniu z tkankg zmieniong
oszacowano testem t dla prob zaleznych, a istotno$¢ statystyczng oznaczono jako * (p < 0,05),
“p < (0,01)™* (p <0,001)
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Analiza polimorfimu pojedynczego nukleotydu w badanych
genach DLGAP1 i WIF1 pacjentéw z plaskonablonkowym
nowotworem jamy ustnej i leukoplakia

W wytypowanych genach DLGAPI i WIF1 podjeto prébe analizy znanych
z literatury miejsc polimorficznych sekwencji nukleotydowej i ich potencjalnej
korelacji z ekspresja genu. W genie DLGAPI poddano analizie trzy polimorfi-
zmy SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu): rs1081062, rs20491161,
1s169460S, w genie WIFI: rs34203757, rs34505206, rs56900803. Grupe kon-
trolng stanowily komorki jednojadrzaste krwi, izolowane od 100 zdrowych
ochotnikéw bez zmian przednowotworowych i nowotworowych.

Wyniki analizy przedstawiono w tab. 14.

Tabela 14. Rozdzial genotypéw i alleli analizowanych polimorfizméw genéw DLGAPI
i WIF1 Polimorfizm rs1081062 gen DLGAPI

Genotyp/allel Kontrola % nowft?vi(::)awa % Leukoplakia % p*
T 11 52,6 36,6 0,521
CT 10,8 54,0 35,2 0,287
cC 7,1 54,6 38,3 0,528

x2 = 1,350, p = 506 p* — poréwnanie z kontrolg

Stezenie biatka
Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana Leukoplakia
nowotworowa
T 7,25 0,06 1,57 £0,2 6,01 +0,05
CT 7,18 0,05 1,28 £0,3 6,19 £0,04
CcC 7,39 0,05 1,07 £0,3 6,07 £0,04
Polimorfizm rs20491161 gen DLGAPI
Genotyp/allel | Kontrola % nowftl?vi:::;va % Leukoplakia % p*
GG 449 3L6 23,5 0,256
GT 51,3 24,9 23,8 0,208
T 47,8 30,5 21,7 0,873

2 =1,602,p=0,442
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Tabela 14 (cd.)
Stezenie biatka
. Zmiana .
Genotyp/allel Tkanka bez zmiany nowotworowa Leukoplakia
GG 7,37 £0,32 0,831 0,21 6,12 £0,06
GT 7,20 £0,41 1,52 £0,28 6,07 £0,05
T 7,32 £0,29 0,961 £0,25 6,17 £0,07
Polimorfizm rs16946051 gen DLGAPI
Zmiana
[ ia O x
Genotyp/allel | Kontrola % nowotworowa % Leukoplakia % P
AA 43,6 33,3 23,1 0,441
AG 49,8 32,1 24,1 0,305
GG 45,7 31,0 23,3 0,633
2 =1,056,p=0,588
Stezenie biatka
Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana Leukoplakia
nowotworowa

AA 7,19 £0,34 0,707 £0,102 6,19 £0,04

AG 7,24 +0,4 1,64 0,15 6,16 £0,03

GG 7,33 £0,44 0,958 £0,097 6,24 £0,06

Polimorfizm rs34203757 gen WIF1
Zmiana
0, *a O X
Genotyp/allel Kontrola % nowotworowa % Leukoplakia % P

AA 3,39 27,8 68,3 0,089

AG 4,18 28,4 67,4 0,097

GG 3,6 28,1 68,3 0,854

X2=2,931,p=0231
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Stezenie biatka
Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana Leukoplakia
nowotworowa

CC 6,43 0,1 1,23 0,6 5,37 £0,17

CG 6,52 +0,09 1,51 £0,6 5,12 40,21

GG 6,22 £0,025 1,47 £0,5 5,35 +0,16

Polimorfizm rs34505206 gen WIF1
Zmiana
0, PR 3
Genotyp/allel Kontrola % nowotworowa % Leukoplakia % P
CC 3,61 25,19 71,2 0,317
CG 4,38 27,82 67,8 0,171
GG 4,09 27,41 68,5 0,547
x2=1,958,p=0,371
Stezenie biatka
Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana Leukoplakia
nowotworowa

CC 6,28 £0,11 1,2 £0,51 5,49 +£0,06

CG 6,17 £0,24 2,1 40,23 5,51 £0,04

GG 6,54 0,06 1,9 £0,07 5,55 £0,04

Polimorfizm rs56900803 gen WIF 1
Zmiana
[V ia 9 X
Genotyp/allel Kontrola % nowotworowa % Leukoplakia % P

GG 1,13 22,46 76,41 0,953
GT 1,92 20,12 77,96 0,708
T 1,52 21,66 76,82 0,411

X2 =0,821,p =0,659
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Tabela 14 (cd.)
Stezenie biatka
Genotyp/allel Kontrola Zmiana Leukoplakia
nowotworowa
GG 6,34 +0,13 1,6 £0,6 5,38 £0,21
GT 6,58 0,1 1,8 £0,4 5,47 +0,09
T 6,47 £0,11 1,5 £0,4 5,41 £0,16

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazala istotno$ci statystycznej
czestosci wystepowania okreslonych genotypoéw, alleli w analizowanych poli-
morfizmach SNP genu DLGAPI1, WIF1, w tkance prawidlowej w poréwna-
niu z leukoplakia czy tkanka zmieniong nowotworowo. Nie wykazano korela-
cji pomiedzy okre§lonymi allelami genu a stezeniem biatka zaréwno w tkance
nowotworowej, leukoplakii, jak i tkance prawidtowe;j.

Analiza ekspresji miRNA w tkance zmienionej nowotworowo
i prawidlowej pacjentéw z nowotworami jamy ustne;j

Wstepna analiza wzglednej ekspresji 700 miRNA przeprowadzona na
malej grupie pacjentéw (7%) wykazala istotne réznice pomiedzy tkanka pra-
widlowa a zmieniong nowotworowo. Okolo 10-20% analizowanych miRNA
roznilo si¢ ekspresja w obu typach tkanek. Wzrost ekspresji w tkance nowotwo-
rowej wykazywaly miedzy innymi miRNA: 29a, 21, 30d, 7d, 375, 345, 181b,
146a, 649, 518b, 191, 155, 194, 31, obnizony poziom: 125b, 30a, 106a, 92, 145,
20, 143 (tab. 15).

Tabela 15. Analiza ekspresji miRNA w tkance zmienionej nowotworowo i prawidlowej,
przedstawiona jako warto$ci In 2-ACt

Tkanka nowotworowa Tkanka prawidlowa
$ ; $ ; Istotnos¢
Gen Sredni Sredni
poziom Blad poziom Blad statystyczna
.. standardowy . standardowy
ekspresji ekspresji
1 2 3 4 S 6
miR-29a -4,078 1,37 -6,435 1,05 p <0,001
miR-21 -0,697 1,45 ~2,000 1,66 p < 0,001
miR-30d -6,123 1,73 -7,410 1,67 p <0,001
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1 2 3 4 5 6
miR-7d ~7,548 1,77 -8,082 1,30 p=0,082
miR-375 ~4,195 2,34 ~4,538 2,16 p=0,158
miR-345 -6,173 2,28 -6,254 1,97 p=0,640
miR-181b -6,812 2,44 ~7,562 2,90 p=0,166
miR-146a ~7,028 2,13 ~7,850 2,15 p=0,046
miR-649 -7,315 1,68 ~7,440 1,39 p=0979
miR-518b ~7,630 1,59 -8,535 1,49 p=0,017
miR-191 -7,291 1,50 -7,716 1,18 p=0,397
miR-155 -8,426 2,91 -8,719 2,77 p=0,182
miR-19a -2,353 1,07 ~2,590 1,09 p=0,140
miR-31 -6,979 1,10 -7,131 0,81 p=0,389
miR-30a -2,106 2,14 0,098 1,54 p < 0,001
miR-125b 0,921 1,01 1,031 0,812 P=153
miR-106a 1,398 2,36 3,226 1,44 p < 0,001
miR-92 -6,092 1,32 ~4,732 1,48 p < 0,001
miR-145 1,241 0,943 1,471 0,093 P =992
miR-20 -1,623 0,638 ~0,747 1,051 p=0,041
miR-143 -7,225 0,69 ~7,152 0,58 p=0,876

Sposréd analizowanych ekspresji miRNA do dalszej analizy na pozostalych
100 prébkach wybrano sze$¢ miRNA zwigzanych z procesem nowotworzenia:
miR-29a, miR-21, miR-30a, miR-106a, miR-92, miR-30d. Analize ekspresji
wyselekcjonowanych miRNA z uwzglednieniem klasyfikacji TNM i stopnia
zréznicowania guza przedstawiajg ryc. 17-28.



96 Rozdzial 12

g -
W
—
_3 - &
ol *
e | e |
-
L 3
5
%
€
- & -
g (=] (]
- .
B =
& T T r 1
K M ® N K M
Ta Tl T2

Rycina 17. Analiza ekspresji miR-29 w tkance zmienionej nowotworowo (N)

i pochodzacej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1,
T2 zgodnie z klasyfikacja TNM. Przedstawione wyniki s3 $rednia (£ blad standardowy)
ekspresji badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegélnych grup. Test t dla préb niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotno$¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 18. Analiza ekspresji miR-29 w tkance zmienionej nowotworowo (N)

i pochodzacej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnient
zréznicowania tkanki guza. Przedstawione wyniki sa $rednia (+ blad standardowy) ekspresji
badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla prob niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotno$¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 19. Analiza ekspresji miR-30a w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie
z klasyfikacja TNM. Przedstawione wyniki s $rednia (+ blad standardowy) ekspresji
badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla prob niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05)
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miR 30z In 24

Rycina 20. Analiza ekspresji miR-30a w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnieri zréznicowania tkanki
guza. Przedstawione wyniki s3 $rednia (+ blad standardowy) ekspresji badanego miRNA
(In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla préb niezaleznych wykorzystano do oceny
réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna przedstawiono jako
*(p<0,08),** (p<0,01)
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Rycina 21. Analiza ekspresji miR-21 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie
z klasyfikacja TNM. Przedstawione wyniki sa $rednia (+ blad standardowy) ekspresji
badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla prob niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna

przedstawiono jako * (p < 0,05)

-
R —
e -
[y
-
i -
4
H -*
o oa- *
=
2
£
3 =
4 L]
K L] K
G1 G2

Rycina 22. Analiza ekspresji miR-21 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnien zréznicowania tkanki
guza. Przedstawione wyniki s3 $rednig (+ blad standardowy) ekspresji badanego miRNA
(In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla prob niezaleznych wykorzystano do oceny
réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotno$¢ statystyczna przedstawiono jako

*(p<0,08),™ (p<0,01)
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Rycina 23. Analiza ekspresji miR-106a w tkance zmienionej nowotworowo (N)

i pochodzacej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1,
T2 zgodnie z klasyfikacja TNM. Przedstawione wyniki s3 $rednig (£ blad standardowy)
ekspresji badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegolnych grup. Test t dla préb niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotno$¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05)
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Rycina 24. Analiza ekspresji miR-106a w tkance zmienionej nowotworowo (N)

i pochodzacej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnient
zréznicowania tkanki guza. Przedstawione wyniki sa srednia (+ blad standardowy) ekspresji
badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegélnych grup. Test t dla préb niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 25. Analiza ekspresji miR-92 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie
z klasyfikacja TNM. Przedstawione wyniki sa $rednia (+ blad standardowy) ekspresji
badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla préb niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotno$¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05)
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Rycina 26. Analiza ekspresji miR-92 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnien zréznicowania tkanki
guza. Przedstawione wyniki sa érednia (+ blad standardowy) ekspresji badanego miRNA
(In 2-ACt) dla poszczegélnych grup. Test t dla préb niezaleznych wykorzystano do oceny
réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna przedstawiono jako
*(p<0,05)
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Rycina 27. Analiza ekspresji miR-30d w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie
z klasyfikacja TNM. Przedstawione wyniki s $rednia (+ blad standardowy) ekspresji
badanego miRNA (In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla prob niezaleznych
wykorzystano do oceny réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna
przedstawiono jako * (p < 0,05)
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Rycina 28. Analiza ekspresji miR-30d w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzacej
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnien zréznicowania tkanki
guza. Przedstawione wyniki s3 srednia (+ blad standardowy) ekspresji badanego miRNA
(In 2-ACt) dla poszczegdlnych grup. Test t dla préb niezaleznych wykorzystano do oceny
réznic pomiedzy przedstawionymi $rednimi, istotnos¢ statystyczna przedstawiono jako
*(p<0,08),** (p<0,01)
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Przedstawiona analiza, przeprowadzona na wigkszej grupie badawczej
ekspresji wybranych miRNA, potwierdzila wcze$niejsze obserwacje. Ekspresje
badanych miRNA analizowano i prébowano skorelowa¢ ze stopniem zaawan-
sowania choroby nowotworowej czy zréznicowania guza. Uzyskane wyniki
wykazuja pozytywna korelacje zmian w ekspresji (spadek czy wzrost) bada-
nych miRNA ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej czy zr6zni-
cowania guza. W tab. 16a i 16b przedstawiono % przypadkéw z podwyzszona
lub obnizona ekspresja miRNA w analizowanych grupach.

Tabela 16a. Odsetek przypadkéw z podwyzszong wzgledna ekspresja wybranych miRNA
w réznych grupach pacjentow

Klasyfikacja TNM miR-29a miR-21 miR-30d
Ta 31% 23% 23%
T1 42% 58% 42%
T2 45% 52% 53%
Stopien zréznicowania tkanki guza miR-29a miR-21 miR-30d
Gl 25% 38% 31%
G2 28% 49% 39%

Tabela 16b. Odsetek przypadkéw z obnizong wzgledna ekspresja wybranych miRNA
w réznych grupach pacjentéw

Klasyfikacja TNM miR-30a miR-92 miR-106a
Ta 21% 23% 15%
T1 37% 48% 17%
T2 35% 59 % 25%
Stopien zréznicowania tkanki guza miR-30a miR-92 miR-106a
Gl 37% 21% 28%
G2 38% 27% 31%

Analiza wynikéw wykazala, ze zaréwno dla miRNA wykazujacych pod-
wyzszong czy obnizona ekspresjg, wraz ze stopniem zaawansowania choroby
i stopniem zréznicowania guza ilos¢ przypadkéw w réznych grupach pacjen-
tow wykazuje tendencje wzrostowa.
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Przeprowadzono analize korelacji pomiedzy ekspresja badanych miRNA
a stopniem zrdéznicowania tkanki guza i stopniem zaawansowania choroby

(tab. 17).

Tabela 17. Korelacja pomiedzy wzgledna ekspresja genéw strukturalnych i/lub miRNA

w zalezno$ci od stopnia zaawansowania choroby

Stopien Ta Stopien T1 Stopnien T2

it | 100t | tyer | copmilc | 18101008

korelacji statystyczna korelacji na korelacji statystyczna
z_iiizaloéa r=-009 | p=0,779 | r=0,12 | p=0,847 | r=-0,84 | p=0,006
Zﬁfﬁ;ed r=0,58 | p=0038 | r=0,56 | p=0325 | r=0,11 | p=0,830
21];13; al 06a| T=08L | P=0001 | r=079 | p<0,001 | r=037 | p=0473
Zi&g 392 r=0,77 | p=0,002 | r=0,79 | p=0,109 | r=0,76 | p=0,132
2?1;21{1.1063 r=029 | p=0394 |r=-067 | p=0211 [ r=-024 | p=0,645
Zlilﬁ g | 1052 | p=0067 | r=045 | p=0445 | r=083 | p=0007
2_11;111{0_69‘*2 r=088 | p<0,001 | r=0,80 | p=0,102 | r=0,79 | p=0,114
Zﬁ:ﬁi‘; 4| T=-060| p=0032 | r=-047 | p=0430 | r=-021 | p=0,692
Z_Iﬁﬁf;()a r=029 | p=0369 | r=034 | p=0,571 [ r=-0,76 | p=0,002
3:1 iliR_zga r=-037 | p=0219 |r=-0,09 | p=0,884 | r=-087 | p=0,025

Wybrane do badan 6 rodzajéw miRNA analizowano pod katem genéw
docelowych, na ktérych mRNA dzialaja. Dwa z miRNA: 29a i 30a wykazuja
homologi¢ do 3’'UTR mRNA analizowanych wczeéniej genéw: DLGAPI,
WIF1 (miR-29a — WIF1, miR-30a - DLGAPI).
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Analiza poziomu ekspresji badanych genéw z miRNA wykazata silng nega-
tywna korelacje dla ekspresji miR-30a z ekspresja genu DLGAPI1, miR-29a
2 WIF1 u pacjentéw z bardziej zaawansowana choroba nowotworowa (tab. 17).

Badania poréwnawcze ekspresji miR-30a z genem DLGAPI wykazaty silng
negatywng korelacje ekspresji miR-30a z genem DLGAPI zaréwno na pozio-
mie mRNA, jak i biatka (ryc. 29a, 29b).

ik 30a In 2

DLGAPI La I -aact

Rycina 29a. Analiza korelacji ekspresji genéw DLGAPI vs. miR-30a u pacjentéw (n = 38) ze
érednio zaawansowanym stadium raka jamy ustnej (stopien IT). Wzgledna ekspresje genéw
oszacowano wykorzystujac wzor In 2-AACt. Wspotczynnik korelacji Pearsona wynosit
r=-0,76 (p = 0,002). Przerywanymi liniami przedstawiono 95% przedzial ufnosci

DLGAP! Protein pgiml

miR 30a Ln 22t

Rycina 29b. Analiza korelacji ekspresji genu miR-30a ze stezeniem produktu biatkowego
genu DLGAPI pacjentéw (n = 38) ze $rednio zaawansowanym stadium raka jamy ustnej
(stopien IT). Wzgledna ekspresje genéw oszacowano wykorzystujac wzér In 2-AAC, ilogé
biatka przedstawiono w pg/ml. Wspélczynnik korelacji Pearsona wynositr = -0,79
(p=0,045). Przerywanymi liniami przedstawiono 95% przedzial ufnosci
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22-24 nukleotydowe, jednoniciowe czasteczki RNA (miRNA) poprzez
komplementarne przylaczanie do mRNA genu docelowego moga wplywa¢ na
jego negatywna potranskrypcyjng regulacje ekspresji. Taki mechanizm powo-
duje ,wyciszenie” pewnych genéw i tym samym potencjalnie pozwala na zatrzy-
manie niekorzystnego mechanizmu aktywowanego np. w komérce nowotwo-
rowej. Stad tez wynika duze zainteresowanie tymi czasteczkami w kontekscie
terapii przeciwnowotworowe;j.

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej, na tkankach
nowotworowych pobranych od pacjentéw z rakiem jamy ustnej, wykazano znacz-
nie obnizony poziom ekspresji czasteczki miR-30a-5p wzgledem zdrowej tkanki
nieobjetej procesem nowotworowym. Dalsze badania mialy na celu okresli¢ jej
potencjalnie terapeutyczne dzialanie na komorki raka jamy ustnej. Na podstawie
analizy bioinformatycznej gen DLGAPI (disks large-associated protein 1) kodu-
jacy biatko GKAP (guanylate kinase-associated protein), zostal okreslony jako
przypuszczalny gen docelowy dla analizowanego miR-30a-5p. Wedlug najnow-
szych badan biatko to bierze udzial w regulacji aktywnosci receptora NMDAR
(Nmethyl-D-aspartic acid), wystepujacego miedzy innymi w komérkach raka
pluca, gdzie moze wywiera¢ wplyw na procesy zwiazane ze wzrostem i rozwo-
jem komoérek nowotworowych.

Celem dalszych badan bylo okreslenie, czy czasteczka miR-30a-Sp fak-
tycznie ma mozliwo$¢ potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genu DLGAPI
oraz, czy ma pozytywne — antynowotworowe dzialanie w komérkach raka jamy
ustne;j.

Rola miR-30a-5p w patogenezie nowotworow jamy ustnej

Analiza bioinformatyczna wykorzystujaca algorytm Target Scan Human
(http:wwwTargetscan.org/vert_72), Diana czy miRDB (http: mirdb.org/cgi-
-bin/search.cgi), wykazala geny stanowiace potencjalne miejsca przylaczania
dla badanego miR-30a-Sp (geny: BCL1A, NTSE, SAIL). Jednym z nich oka-
zal si¢ gen DLGAPI, wykazujacy wystepowanie w rejonie 3’'UTR genu dwéch
potencjalnych miejsc wigzania miR-30a-5p (ryc. 30a, b).


http://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi
http://mirdb.org/cgi-bin/search.cgi
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sekwencje nukleotydowe fragmentu 3’UTR genu DLGAPI z zaznaczonymi dwoma
miejscami potencjalnego wiazania miR-30a-Sp
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Rycina 30. (a) Schemat rejonu 3'UTR genu DLGAPI z zaznaczonymi potencjalnymi
miejscami wigzania czasteczki miR-304; (b) zaznaczone miejsca potencjalnego wigzania sie
z rejonem UTR czasteczki miR-30a-5p pozycja 21-28

L
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W celu analizy mozliwosci wigzania si¢ czasteczek miRNA-30a-5p z rejo-
nem 3’'UTR genu GLPAPI zaplanowano syntezg par oligonukleotydéw o dtu-
gosci 53 pz zawierajacych na konicach miejsca restrykcyjne Sacl i Xhol, ktére
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pozwolily na ich wprowadzenie do wektora pmirGLO Dual-Luciferase
miRNA Target Expression Vector (Promega Corp) hydrolizowanego tymi
samymi enzymami (ryc. 31). Otrzymane w ten sposéb dwa rekombinowane
wektory: pmirGLO-1 pierwszy zawierajacy sekwencje 21-28, pmirGLO-2
drugi z sekwencja 74-81, wykorzystano do transfekeji linii komoérkowe;
SCC-25 (ryc. 32). Dodatkowo zaplanowano synteze par oligonukleotydéw,
ktére nastepnie wprowadzono do plazmidu pmirGLO (negatywna kontrola),
posiadajacych zmienione sekwencje wiazania miR-30a-Sp o dlugosci 53 pz.
Poprawno$¢ sekwencji nukleotydowej sklonowanych fragmentéw potwier-
dzono przez sekwencjonowanie.

Wstawka 21-28 UTR

AGTCGAGCT CCTGCATTCAGTCCTGCTGITTACAATGTGAAATC TCGA GATCG
Wstawka 74-81 UTR

AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGITTACATAGTAATCATIC TCGA GATCG

Rycina 31. Sekwencje oligonukleotydowe zawierajace miejsca wigzania z zaznaczonymi
miejscami restrykcyjnymi
Wstawka 21-28 UTR

SAGTCGAGCT CCTGCAITCAGTCCTGCTGITTACAATGTGAAATC
TCGAGATCG3’

3ITCAGCTCGA GGACGTAAGTCAGGACGACAAATGTTACACTITAG
AGCTCTAGCS

Wstawka 21-28 UTR zmutowana

§’ AGTCGAGCT CCTGCATTCAGTCCTGCTGTAATCAATGTGAAATC
TCGAGATCG3

3’ TCAGCTCGA GGACGTAAGTCAGGACGACATTAGTTACACTITAG
AGCTCTAGCS

Wstawka 74-81 UTR

5 AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTITACATAGTAATCATIC TCGA GATCG
3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACAAATGTATCATTAGTAAG AGCTCTAGCS
Wstawka 74-81 UTR zmutowana

5 AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTAATTATAGTAATCATIC TCGAGATCG3
3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACATTAATATCATTAGTAAG AGCTCTAGCYS

Rycina 32. Sekwencje oligonukleotydéw sklonowane w plazmidach pmiGLO
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Transfekcja komoérek SCC-25 miR-30a-5p

Analize oddzialywania czasteczek miR-30a-5p z potencjalnymi miej-
scami ich wigzania w rejonie 3’UTR genu DLGAPI przeprowadzono na linii
komoérkowej SCC-25. Komoérki linii SCC-2S transfekowano czasteczkami
miR-30a-Sp. Analiza efektéw transfekcji komorek czasteczka miR-30a-S5p
wykazata wzrost jej ekspresji odpowiednio 9 razy po 12 godz.i8 razy po 24 godz.
(ryc. 33, 34). Ekspresja miRNA-30a-Sp w transfekowanych komérkach ulegata
stopniowemu obnizeniu odpowiednio w 48 i 72 godz. (okolo 27% w 48 godz.,
83% w 72 godz. w poréwnaniu do 12 godz. po transfekcji). Analiza ekspre-
sji potencjalnego genu docelowego dla miR-30a-Sp DLGAPI po transfekeji
miR-30a-5p ulegta zmianie. W trzech niezaleznych eksperymentach zaobserwo-
wano po transfekcji komoérek miR-30a-Sp obnizenie ekspresji genu DLGAP]I,
w przypadku mRNA o 12% jego produktu biatkowego — biatka GKAP o 83%
(ryc. 35, 36). Transfekcja komérek SCC-25 czasteczkami miR-205a-Sp nie
wplynela na zmiang ekspresji genu DLGAPI zaréwno na poziomie transkryp-
cji, jak i translacji (ryc. 36).
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Rycina 33. Ekspresja miR-30a-5p w komoérkach SSC-25 w 12, 24, 48, 72 godz. po transfekgji
czasteczka miR-30a-Sp. Réznice miedzy $rednimi uzyskanymi dla oceny ekspresji miR-30a-5p
w komérkach przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami po transfekcji miR-30a-Sp

oszacowano testem t dla prob zaleznych, a istotno$¢ statystyczng oznaczono jako
*(p<0,08),** (p<0,01),** (p<0,001)
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Rycina 34. Ekspresja miR-30a-Sp w komérkach SCC-25 w 24 godz. po transfekgji czasteczka
miR-30a-5p. Réznice migedzy $rednimi uzyskanymi dla oceny ekspresji miR-30a-5p

w komérkach przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami po transfekeji miR-30a-5p

oszacowano testem t dla prob zaleznych, a istotno$¢ statystyczna oznaczono jako

Ekspresjagenu DLGAP L mRNA (2-ACT)

*(p <0,05), ™ (p < 0,01),** (p <0,001)
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Rycina 35. Ekspresja genu DLGAPI na poziomie mRNAw komoérkach SCC-25 w 24 godz.
po transfekeji czasteczka miR-30a-5p. Réznice miedzy $rednimi uzyskanymi dla oceny
ekspresji genu DLGAP1 w komérkach przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami po
transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla préb zaleznych, a istotno$¢ statystyczna
oznaczono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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Rycina 36. Ekspresja genu DLGAPI na poziomie jego biatka GKAP w komoérkach SCC-25
w 24 godz. po transfekgji czasteczka miR-30a-5p. Roznice miedzy $rednimi uzyskanymi dla
oceny ekspresji genu na poziomie translacji w komoérkach przed transfekcja w poréwnaniu
z komérkami po transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla prob zaleznych, a istotnog¢
statystyczng oznaczono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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Rycina 37. Ekspresja genu receptora NMDAR2B na poziomie mRNA w komérkach SCC-25
w 24 godz. po transfekcji czasteczka miR-30a-5p. Roznice miedzy $rednimi uzyskanymi
dla oceny ekspresji genu NMDAR2B w komoérkach przed transfekcja w poréwnaniu
z komorkami po transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla prob zaleznych, a istotno$¢
statystyczng oznaczono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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W komorkach linii komérkowej ludzkiego nowotworu jamy ustnej SCC-25
potwierdzono na poziomie mRNA (metoda real time PCR) bialka (metoda
ELISA z wykorzystaniem przeciwcial monoklonalnych) ekspresje na ich
powierzchni receptora NMDAR2B (ryc. 37, 38). Eksperyment przeprowa-
dzono w trzech powtdrzeniach. Transfekcja komoérek SSC-25 czasteczka
miR-30a-5p wplynela na zmiane ekspresji genu receptora NMDAR2B zaréwno
na poziomie mRNA, jak i biatka, powodujac jej obnizenie odpowiednio o 35%
(mRNA), 26% (biatko) (ryc. 37, 38). Transfekcja komérek SCC-25 czastecz-
kami miR-205a-5p nie wplynela na zmiang ekspresji genu kodujacego receptor
NMDAR?2B zaréwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji (ryc. 38).
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Rycina 38. (a) Ekspresja receptora NMDAR2B w komérkach SCC-25 w 24 godz. po transfekeji
czasteczka miR-30a-Sp. Roznice miedzy $rednimi uzyskanymi dla oceny ekspresji genu
NMDAR?2B na poziomie biatka w komoérkach przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami
po transfekeji miR-30a-Sp oszacowano testem t dla prob zaleznych, a istotno$¢ statystyczna
oznaczono jako *** (p < 0,001); (b) Ekspresja receptora NMDAR2B w komérkach SCC-25
w 24 godz. po transfekeji czasteczka miR-30a-Sp (Western blot). 1. Przed transfekcja
miR-30a-55; 2. Po transfekcji miR-30a-5p; 3. Po transekeji czasteczkami miR-205a-5p
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Wiazanie czasteczek miR-30a-5p z genem docelowym
przy pomocy genu reporterowego lucyferazy

Analize wigzania sie czasteczek miR-30a-Sp z potencjalnymi miejscami
w rejonie 3’'UTR genu DLGAPI przeprowadzono, wykorzystujac komercyjnie
dostepny zestaw Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega Corp) oparty na
systemie lucyferazowym. Komorki linii SCC-2S byly transtekowane czastecz-
kami miR-30a-Sp lub kontrolnymi czasteczkami mirVana miRNA negative
control i kotransfekowane jednym z wczeéniej skonstruowanych plazmidéw
w szesciu wersjach:

I plazmid pmirGLO-1 (21-28 UTR),

II.  plazmid pmirGLO-1 zmutowany,

I plazmid pmirGLO-2 (74-81 UTR),

IV. plazmid pmirGLO-2 zmutowany,

V. plazmid pmirGLO-1 razem z plazmidem pmirGLO-2,
VI. plazmid pmirGLO bez wstawki (nagi).

W komoérkach SCC-25 transfekowanych plazmidami zawierajacymi sklo-
nowane miejsca wiazania 1, 2 lub oba miejsca 1 i 2 razem, zaobserwowano spa-
dek aktywnodci lucyferazy.

W przypadku 1 miejsca (21-28 UTR) spadek wynosit 70% (p < 0,001),
2 miejsca (74-81) 27,5% (p < 0,001), obu miejsc 1 i 2 odpowiednio 80%
(p < 0,001). Nie zaobserwowano spadku aktywnosci wzglednej lucyferazy po
transfekcji plazmidami zawierajagcymi zmutowane miejsca 1 lub 2, jak réwniez
pozbawionym wstawki pustym plazmidem pmirGLO (ryc. 33). Obserwowano
brak zmian w aktywnosci lucyferazy, wykorzystujac do transfekcji komoérek
miRNA negative control zamiast miR-30a-Sp czasteczek kontrolnych mirVana.
Brak zmian w aktywnosci lucyferazy dla plazmidéw zawierajacych zmuto-
wane miejsca wigzania miR czy nagiego plazmidu, a statystycznie znamienny
spadek w przypadku plazmidéw zawierajacych miejsca 1, 2 lub oba, $wiadczy
o specyficznym wiazaniu czasteczek miR-30a-Sp z tymi miejscami. Przeprowa-
dzone eksperymenty wykazaly réznice w wigzaniu z miejscem 1, poréwnujac
z 2. Wigkszy spadek obserwowano dla miejsca 1 w poréwnaniu z 2, co moze
$wiadczy¢ o wigkszej specyficznoéci wigzania miejsca 1. Spadek aktywnosci byt
najwiekszy w przypadku transfekcji komérek dwoma plazmidami 112 réwno-
czeénie, co $wiadczy o mozliwosci przylaczenia czasteczek miR-30a-Sp w obu
miejscach w rejonie 3"'UTR genu DLGAPI (ryc. 39).
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Rycina 39. Wzgledny spadek aktywnosci lucyferazy w komoérkach transfekowanych miR-30a-5p
i kotransfekowanych jednym z 6 uktadéw plazmidéw. Réznice miedzy §rednimi uzyskanymi
dla oceny aktywnosci lucyferazy w komérkach przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami
po transfekeji oszacowano testem t dla préb zaleznych, a istotno$¢ statystyczng oznaczono
jako * (p < 0,03), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)

Analiza zywotnosci komorek SSC-25 po transfekcji miR-30a-5p

Wplyw wyciszania genu DLGAPI przez czasteczki miR-30a-Sp w transfe-
kowanych komérkach SCC-25 na proliferacje komorek rakowych badano przy
uzyciu testu MTI. Test MTI' ocenia Zywotno$¢ komoérek za pomoca reakcji
redukeji soli tetrazolowej (MTT - substratu rozpuszczalnego w wodzie o zabar-
wieniu biatym lub z6ttym) do nierozpuszczalnego formazanu (o zabarwieniu
ciemno-niebieskim). Ilo§¢ barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna
do aktywnosci oksydacyjnej mitochondriow komorki.

Uzyskane wyniki wskazuja na spadek ilo$ci zdolnych do przezycia komo-
rek po transfekcji miR-30a-Sp odpowiednio 30% po 12 godz., 61% po 24 godz.
(ryc.40a,b).
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Rycina 40. Analiza zywotno$ci komérek SCC-2S5 po transfekeji czasteczkami miR-30a-Sp
wykonana testem MTT. Przedstawione wyniki stanowia $rednia (+ SD) z trzech oddzielnych
eksperymentdw. Roznice miedzy $rednimi uzyskanymi dla oceny zywotno$ci komoérek
przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami po transfekeji oszacowano testem t dla prob
zaleznych, a istotnos¢ statystyczna oznaczono jako ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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Analiza procesu apoptozy z zastosowaniem
cytometrii przeplywowej

Komorki SCC-25 po transfekeji czasteczkami miR-30a-5p analizowano
przy pomocy cytometrii przeplywowej z uzyciem odczynnikéw, ktérych uzyto
do uwidaczniania komérek apoptotycznych (AneksynaV-FITC) i nekrotycz-
nych (jodek propidyny). Przeprowadzona analiza wykazala réznice pomiedzy
liczba komorek apoptotycznych oraz nekrotycznych w komoérkach nietransfe-
kowanych i transfekowanych miR-30a-Sp (ryc. 41, 42; tab. 18).
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Rycina 41. Wplyw transfekcji miR-30a-Sp na apoptoze komorek linii SCC-25
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Histogram przedstawia wyniki eksperymentu zmierzone za pomoca cyto-
metrii przeplywowej z aneksyna Vijodkiem propidyny. W kwadrancie F-- znaj-
duja si¢ komorki zywe; w F+- komorki wezesnoapoptotyczne; w F++ komorki
péznoapoptotyczne; w F-+ komorki nekrotyczne. FITC-A oznacza fluorescen-
cje aneksyny V; PE-A - jodku propidyny.

A) komérki kontrolne;
B) komorki po transfekcji miR-30a-Sp.
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Rycina 42. Réznice procentowe w liczbie komérek populacji Q1-Q4 dla komoérek
transfekowanych i nietransfekowanych miR-30a-Sp. Q1 — komorki nekrotyczne,
Q2 - komorki péznoapoptotyczne, Q3 — komorki zywe, Q4 — komérki wezesnoapoptotyczne

Tabela 18. Liczebnos¢ populacji komérek (srednie procentowe) transfekowanych
i nie transfekowanych czasteczkami miR-30a-5p dwéch eksperymentow,

w trzech powtdrzeniach
Q Q2 Q3 Q4
Nietransfekowane 4,40 0,06 12,30 £0,49 79,50 £1,48 3,90 £1,16
Transfekowane 0,73 £0,07 50,43 £2,38 26,20 £0,42 22,63 £2,55

* Ql - komorki nekrotyczne, Q2 - komoérki poéznoapoptotyczne, Q3 — komérki zywe,
Q4 - komorki wezesnoapoptotyczne w 24 godz. po transfekeji. Przedstawione wyniki stanowig
érednia (£ SD) z trzech oddzielnych eksperymentéw.

Przeprowadzona analiza wykazata zmiany % w rozkladzie komoérek. Trans-
fekcja miR-30a-5p zmniejszyta ilos¢ komorek zywych o 67%, zwigkszyla ilos¢
komorek pdzno apoptotycznych o 75% i wezesno apoptotycznych o 82,5%.
Oznaczenia przeprowadzono w 24 godzinie po transfekcji.

Analizowano wpltyw miR-30a-Sp pod katem cyklu komérkowego. W opar-
ciu o uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze transfekcja komérek SCC-2S cza-
steczkami miR-30a-5 indukuje procesy apoptozy w komorkach, nie wywoltu-
jac nekrozy. Konsekwencja zachodzacych proceséw jest najprawdopodobniej
zatrzymanie cyklu komoérkowego, poprzez blokowanie podzialu komoérek
nowotworowych (ryc. 43, 44).
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Rycina 43. Histogram przedstawia cykl komoérkowy komoérek linii SCC-25 po transfekgji
miR-30a-5p. Sa to wyniki jednego eksperymentu zmierzone za pomoca cytometrii
przeplywowej z jodkiem propidyny. PE-A oznacza fluorescencje jodku propidyny;

Count — ilo$¢ zliczert komérek w danej fazie cyklu komorkowego
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Rycina 44. Procent komorek linii SCC-2S$ nie transfekowanych (kontrolnych K)

i po transfekji (transfekowanych T) znajdujacych si¢ w poszczegdlnych etapach
cyklu komérkowego. Komoérki poddano inkubacji z ARA12 przez 24 godz. Wyniki sa
przedstawione jako $rednia trzech powtdrzen + SEM. Réznice miedzy $rednimi uzyskanymi
dla komorek przed transfekcja w poréwnaniu z komérkami po transfekeji oszacowano
testem t dla prob zaleznych, a istotno$¢ statystyczng oznaczono jako
*(p<0,03),** (p <0,01),** (p <0,001)
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DYSKUSJA

W ostatnim dziesigcioleciu obserwuje si¢ istotny wzrost iloéci zachorowan
jak réwniez $miertelnosci z powodu nowotworéw ztoéliwych, w tym rejonu
glowy i szyi. Zdecydowana wigkszo$¢ nowotworéw glowy i szyi jest pocho-
dzenia plaskonabtonkowego. Plaskonablonkowe nowotwory glowy i szyi zaj-
mujg széste miejsce, jezeli chodzi o czesto$¢ wystepowania na $wiecie. Co
roku wykrywanych jest 600 000 nowych przypadkéw tego rodzaju nowotwo-
réw, ktére stanowig przyczyne ponad 350 000 zgonéw. Badania histologiczne
wskazuja, ze w okolo 95% tego rodzaju nowotworéw wystepuje rak plasko-
nablonkowy, znacznie rzadziej inne typy jak rak gruczolowy, brodawkowaty
czy nablonkowy. Gléwnym czynnikiem egzogennym powstawania i rozwoju
nowotworéw glowy i szyi, w tym raka jezyka, sa kancerogeny — substancje
zawarte w dymie tytoniowym, wysokoprocentowe alkohole czy infekcje wiru-
sowe. Duzym problemem w leczeniu tego rodzaju nowotworéw s3 ograniczone
mozliwo$ci zastosowania chemioterapii z powodu ich niewielkiej chemiowraz-
liwosci. Intensywnie poszukuje sie nowych zwiazkéw, ktére modyfikowane
chemicznie wspomoga aktywno$¢ chemioterapeutyczna lub standardowsg che-
mioterapie [150-156].

W ostatnich latach w wielu doniesieniach naukowych zwracana jest uwaga
na istotna role epigenetycznej kontroli ekspresji genéw zwiazanych z regulacja
cyklu komoérkowego, naprawa DNA, apoptoza, ktéra obok zmian w genomie
w postaci mutacji w okreslonych genach, odgrywa bardzo wazna role w patogene-
zie zmian nowotworowych. Dokladna analiza modyfikacji epigenetycznej genéw
zaangazowanych w proces nowotworzenia, pozwoli na poznanie procesu trans-
formacji nowotworowej oraz praktyczne zastosowanie jej w diagnostyce i tera-
pii przeciwnowotworowej. Najlepiej poznana modyfikacja epigenetyczng jest
metylacja DNA.

Metylacja DNA [157-159], kowalencyjna modyfikacja histonéw, stanowi
sposob, za posrednictwem ktérego na genom cztowieka dzialaja zwiazki o cha-
rakterze chemoprewencyjnym czy chemioterapeutyki, modyfikujac ekspresje
gendw zaangazowanych w powstawanie i rozwdj nowotworéw. Hypermety-
lacja rejonéw promotorowych genéw supresorowych, hipometylacja proto-
onkogenoéw prowadzi do ich inaktywacji lub, jak w przypadku drugiej grupy
gendw, pobudzenia. W warunkach fizjologicznych metylacja jest procesem
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bardzo istotnym w obronie komorki przed obcym DNA, bierze miedzy innymi
udzial w wylaczaniu jednego z chromosoméw X czy pietnowaniu rodziciel-
skim. Modyfikacje histonéw poprzez ich acetylacje, metylacje DNA sa proce-
sami zintegrowanymi ze soba, pozwalajacymi na prawidlowe funkcjonowanie
komorki. Zakl6cenie tego powigzanego ze sobg ukladu prowadzi do: wycisze-
nia genéw supresorowych, aktywacji protoonkogenoéw, destabilizacji struktury
chromosoméw, a w konsekwencji do niestabilno$ci i rearanzacji chromoso-
moéw, co zapoczatkowuje zmiany w prawidlowo funkcjonujacych komérkach,
przeksztalcajac je w komérki nowotworowe [160, 161]. Metylacja DNA
w komoérkach nowotworowych, w poréwnaniu z prawidlowymi, ulega powaz-
nemu zaburzeniu, prowadzac miedzy innymi do hipermetylacji wysp CpG
genéw zaangazowanych w regulacje cyklu komérkowego (RB, p1S INK4a,
pl6 INK4a, pl4 ARF), naprawy uszkodzeri w DNA (MGMT, BRCA1), pro-
cesu apoptozy (TMS1, DAPK), detoksykacji, réznicowania komérek, oporno-
$ci lekowej czy angiogenezy. W prawidlowych tkankach metylacja reszt cyto-
zyny w DNA jest szacowana na poziomie 0,75-1% wszystkich nukleotydéw
w DNA. 5-metylocytozyna zlokalizowana gléwnie w sekwencjach CpG boga-
tych u pacjentéw z nowotworami glowy i szyi, w tym jamy ustnej, wystepuje
w 70% [160, 161]. Na podstawie zintegrowanej analizy bioinformatycznej
[162] zidentyfikowano geny o réznym poziomie metylacji w raku plaskona-
blonkowym jamy ustnej: 24 geny o obnizonej metylacji (hipometylowane)
i 28 genéw o podwyzszonej metylacji (hipermetylowanych), zaangazowanych
w procesy regulacji odpowiedzi immunologicznej, gléwnie zwiazanej ze szla-
kami sygnalizacji komérkowej PI3K-AKT i EMT.

W grupie analizowanych genéw o zmienionym profilu metylacji wyodreb-
niono trzy onkogeny ulegajace hipometylacji (ABL2, IL7R, CDK14), zaanga-
zowane m.in. w procesy zwigzane z wrodzonym ukladem odpornosciowym,
transportem nablonek-mezenchyma, transportem glicerolu z adipocytéw
do watroby za posrednictwem akwaporyny i cztery hypermetylowane geny
supresorowe (C20rf40, EPB41L3, GPX3, WIF1) zwiazane z zapoczatkowa-
niem obrony immunologiczej, zapalnej cytotoksycznosci komorek, adhezji
komorkowej, odontogenezy czy transportu transferryny. Analizowane geny
supresorowe s3 zaangazowane w szlak sygnalizacyjny mTOR, PI3K klasy I,
w ktérym posredniczy biatko AKT, szlak insulinowy i szlak proteoglikanowo-
-syndykanowy, podczas gdy onkogeny sa zaangazowane w szlak TGF-p, jadrowy
SMAD-2 receptora Trk, p7S(NTR) czy a6 B4 integryny. Proces nowotworze-
nia jest $cisle zwiazany z odpornoscia. Uktad immunologiczny powinien rozpo-
znawad i niszczy¢ komérki nowotworowe. Zmiany fenotypowe, ktére dokonuja
sie w komdrce nowotworowej, powoduja, ze nie podejmuje ona odpowiedzi
immunologicznej poprzez mechanizmy tzw. ucieczki immunologicznej. Szlak
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sygnalizacyjny PI3K-AKT-mTOR [163] odgrywa w komérce kluczows role,
regulujac podzialy komérkowe, wzrost, przezycie czy angiogeneze komorek
rakowych.

Inng bardzo wazng funkcja tego szlaku jest wyciszanie procesu apoptozy
komérki poprzez hamowanie powstawania czynnikéw proapoptotyczych,
a aktywacje antyapoptotycznych. Szlak sygnalizacji komérkowej PI3K jest
hamowany przez kinaze PTEN [164], ktdrej zmniejszona ekspresje, a wzmo-
zong aktywno$¢ szlaku PI3K-AKT-mTOR obserwuje si¢ w onkogenezie.
Ostatnie dane sugeruja [165], ze szlak PI3K-AKT-mTOR odgrywa kluczows
role w samoodnawianiu komdrek macierzystych, opornosci na chemioterapie
lub radioterapie. Trzema hypometylowanymi onkogenami byly geny: ABL2,
IL7R, CDK14. Gen ABL2 koduje bialko, ktére nalezy do niereceptorowych
kinaz bialkowych tyrozyny. Podobnie jak produkt biatkowy onkogenu, c-ABL
bierze udzial w zmianach zwiazanych z przegrupowaniem wldkien biatkowych
w obrebie cytoszkieletu komorki [ 166]. Ulega ekspresji zardowno w komérkach
prawidlowych, jak i nowotworowych, biorac miedzy innymi udzial w translo-
kacji genu ETV6 w bialaczkach [166]. Wysoka ekspresja genu ABL2 7le rokuje
w raku watrobowokomoérkowym, a jego nadekspresja sprzyja migracji i inwazji
komérek rakowych raka piersi i gruczotu krokowego [167-170].

Produkt biatkowy genu IL7R jest receptorem dla interleukiny 7 (IL7)
i odgrywa istotna role w procesie rekombinacji V(D)] podczas rozwoju limfo-
cytow [171-173]. Mutacje tego genu moga by¢ zwiazane z ciezkim ztozonym
niedoborem odpornosci (SCID) [174]. Hypometylacja genu IL7R prowadzi
do jego wysokiej ekspresji w plaskonablonkowych nowotworach jezyka, co
moze wplywaé na przeciwnowotworowa odpowiedZ immunologiczng pod-
czas karcynogenezy. Biatko CDK14, czlonek rodziny kinaz biatkowych zwia-
zanych z CDC2, reguluje progresje cyklu komoérkowego i proliferacje komo-
rek przez interakcje z biatkiem CCDN3 [171]. Wysoka ekspresja genu CDK14
jest zwigzana ze ztym rokowaniem w kostniakomigsaku [172], a w nowotwo-
rach plaskonablonkowych jamy ustnej moze dziala¢ jako promotor prolifera-
cji tego typu nowotwordw. Trzy geny, ktére ulegaly hypometylacji, co wiazalo
sie z ich nadekspresja, moga odgrywac istotna role w procesie nowotworze-
nia rakow plaskonablonkowych jamy ustnej. Analiza bioinformatyczna wyka-
zala hypermetylacje genoéw: C20ff40, EPB41L3, GPX3, WIFI. Gen C20ff40
koduje biatko zwigzane bezposrednio z takimi chorobami jak rak przetyku [175].
W organizmie stymuluje starzenie komoérek prekursorowych oligodendrocytéow
i komoérek nerwowych, powodujac zatrzymanie fazy G1 cyklu komoérkowego,
defosforylacje biatka RB i przyspieszona degradacje proteosomalna bialek:
CCND1, CCND3 [176]. Biatko EPB41L3 jest uznawane za supresor nowotwo-
réw, hamujacy proliferacje komérek, pobudzajacy proces apoptozy [177]. Niska
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ekspresja genu biatka EPB41L3 w nowotworach przelyku, raka watrobowoko-
morkowego sprzyja migracji, inwazji komorek i jest zwigzana ze zlym rokowa-
niem [178-180]. Produkt biatkowy genu GPX3 nalezy do rodziny peroksydaz
glutationowych, ktore katalizujg reakcje redukeji organicznych wodorotlen-
kéw, nadtlenku wodoru przez glutation, chroniac w ten sposéb komérki przed
uszkodzeniem oksydacyjnym [181]. Obnizenie ekspresji tego genu w wyniku
hipermetylacji obserwowano w nowotworach tarczycy, raku watrobowoko-
morkowym, przewleklej bialaczce szpikowej. Niska ekspresja genu GPX3 jest
biomarkerem zlego rokowania w raku pecherzyka zélciowego, a jego wycisze-
nie sprzyja przerzutowaniu w nowotworach tarczycy [182, 183]. Biatko, pro-
dukt translacji genu WIF1, hamuje ekspresje bialek Wnt, ktore sa zewnatrzko-
morkowymi czasteczkami sygnatowymi, odgrywajacymi wazna role w rozwoju
embrionalnym [184]. Wyciszenie genu supresorowego WIF1 w bardziej
zaawansowanych stadiach obserwowano w réznych nowotworach takich jak:
rak gruczotu krokowego, sutka, pecherza moczowego [185]. Dzialajac jako
inhibitor szlaku sygnalowego, Wnt moze regulowa¢ ekspresje genow SKP2,
c-Myc, prowadzac do zatrzymania cyklu komoérkowego w fazie G1, hamowania
proliferacji w komoérkach pecherza moczowego [186, 187].

Luca Morandi i wsp. [188] w swojej pracy analizowali stopieri metylacji
sekwencji promotorowych 8 wybranych genéw: GP1BB, ZAP70, KIF1A, p16
[CDKN2A], CDH1, miR137 i miR375 u pacjentéw ze zmianami przednowo-
tworowymi, poréwnujac z chorymi, u ktérych zdiagnozowano ptaskonabton-
kowy nowotwor jamy ustnej. Wykazano znaczace roznice w stopniu metylacji
badanych genéw w dwdch analizowanych grupach pacjentéw. Promotor genu
ZAP70 jest hipermetylowany w 100% u pacjentéw ze zmianami nowotworo-
wym, a 28,6% u pacjentéw ze zmianami przednowotworowymi. Hipomety-
lacje sekwencji nukleotydowej promotora genu GP188 stwierdzono u 90,9%
chorych ze zmianami nowotworowymi, a 25% u pacjentéw ze zmianami przed-
nowotworowymi. Wykazano ponadto, ze hipermetylacja genu KIF1A jest bez-
posrednio zwigzana z mutacjami w genie supresorowym TPS3, ktory jest odpo-
wiedzialny m.in. za kontrole cyklu komérkowego, procesy apoptozy [188].

Z przeprowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej badan, w oparciu
o0 wezesniejsze badania i doniesienia literaturowe, wybrano 16 genéw (pelnia-
cych w organizmie role genéw supresorowych, protoonkogenéw) w celu ana-
lizy stopnia ich zmetylowania u 20 pacjentéw z leukoplakia i u 120 pacjentéw ze
zmianami nowotworowymi. Kontrole kazdorazowo w stosunku do tkanki zmie-
nionej nowotworowo i przednowotworowo stanowila tkanka zdrowa. Do ana-
liz wybrano geny: CDKN2B, ATM, TIMP3, APC, CDKN2A, MLH1, RARB,
CHFR, DLGAPI, C2orf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13,
WIE. Analiza stopnia metylacji wykazala, ze genami, ktore najczeéciej ulegaty
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metylacji w badanej grupie chorych ze zmianami nowotworowymi, byty: WIF1
(46,6%), GPx (41,6%), najrzadziej: CHFR (1,6%), CDK1B (1,6%).

W przypadku genu DLGAPI zaobserwowano obnizenie metylacji w sto-
sunku do tkanki prawidtowej (-35,8%) — hypometylacje. U pacjentéw z leu-
koplakia procent metylacji analizowanych genéw pozostawal na niskim pozio-
mie (ponizej 10%). W kolejnym etapie badan prébowano skorelowa¢ stopien
metylacji genéw z klinicznym zaawansowaniem choroby (klasyfikacja TNM).
Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw wykazala istotnie statystyczna
korelacje stopnia metylacji badanych genéw z klinicznym stopniem zaawanso-
wania choroby TNM tylko w przypadku genu DLGAPI. Analizowane geny
wykazywaly zréznicowany stopien metylacji wraz ze stopniem zlosliwosci
nowotworu. Wyzsza czesto$¢ metylacji, jezeli chodzi o stopnien zlosliwo-
$ci nowotworu G1 wzgledem G2, wykazywaly geny: RARB, APC, CHEFR,
przeciwnie — nizsza czesto$¢ geny: TIMP3, DLGAPI, C2orf40, GPX3,
CDKN1B, EPB41L3, CDH13, WIFI. Dalsza analiz¢ przeprowadzono dla
wybranych dwoch genéw: DLGAPI i WIF1. Badania genéw DLGAPI i WIF1
w oparciu o model regresji logistycznej, wykorzystujac jako zmienne obja$nia-
jace metylacje w analizowanych genach, wykreslone krzywe ROC — wykazaly,
ze ocena stopnia metylacji (hiper, hypometylacji) analizowanych genéw moze
by¢ potencjalnie przydatna w ocenie stopnia zlogliwoéci nowotworu G1, G2.
Analiza ilorazu szans wykazala, ze prawdopodobienstwo wystapienia stopnia
G2 zlosliwosci guza jest ponad 6,5-krotnie wyzsze w przypadku zmian mety-
lacji genu DLGAPI, 4-krotne w przypadku genu WIFI. Kolejny etap badan
stanowita analiza ekspresji genéw DLGAPI, WIFI na poziomie mRNA biatka
u pacjentéw z leukoplakia, plaskonablonkowym nowotworem jamy ustnej
oraz proba korelacji stopnia metylacji genéw z ich ekspresja. Zmiany w ekspre-
sji badanych genéw obserwowano zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka.
Wzrost ekspresji genu DLGAPI obserwowano u chorych z leukoplakia jak
i chorych z réznym stopniem zlosliwosci nowotworu plaskonablonkowego
jamy ustnej. Analiza ekspresji genu WIF1 wykazala odwrotna korelacje. Uzy-
skane wyniki wskazuja na istotna role metylacji jako czynnika epigenetycznego
w regulacji ekspresji genéw DLGAPI1, WIF]I.

Od wielu lat badania z zakresu biologii molekularnej, diagnostyki moleku-
larnej czlowieka skoncentrowane sa na poszukiwaniu miejsc polimorficznych
w sekwencjach genéw, szczegélnie zmian jednonukleotydowych (SNP - single
nucleotide polymorphism), korelacji wystepowania okreslonych genotypéwalleli
genow z ekspresja genu na poziomie mRNA biatka. W przedstawionej do oceny
pracy postanowiono sprawdzi¢ na ile znane miejsca polimorficzne w sekwen-
cji genéw DLGAPI i WIFI, r6znig si¢ czgstos$cia wystepowania alleli, genoty-
poéw i czy zmiany maja wplyw na poziom ekspresji genéw. W badanych genach
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u pacjentéw z leukoplakig i zmianami nowotworowymi przeprowadzono
analize trzech polimorfizméw pojedynczego nukleotydu dla kazdego genu:
rs1081062, rs20491161, rs16946051 w genie DLGAP1, WIFI rs34203757,
rs34505206, rs56900803. Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazata
istotnodci statystycznej czesto$ci wystepowania okreslonych genotypoéw, alleli
w analizowanych polimorfizmach SNP genu DLGAPI, WIFI w tkance prawi-
dfowej w poréwnaniu z leukoplakia czy tkanka zmieniong nowotworowo. Nie
wykazano korelacji pomig¢dzy wystepowaniem okreslonych genotypoéw, alleli
genu, a stezeniem biatka zaréwno w tkance nowotworowej oraz tkance z leuko-
plakia, w poréwnaniu z tkanka prawidtowa. Badane w pracy habilitacyjnej poli-
morfizmy w genie DLGAP]I analizowano w réznych jednostkach chorobowych
w tym w schizofrenii [ 156]. W DNA pacjentéw chorych na schizofrenig anali-
zowano sze$¢ opisanych w literaturze zmian sekwencji nukleotydowej w genie
DLGAPI pigciu SNP (rs145691437, rs3786431, rs201567254, rs3745051,
rs11662259) i jedng rzadka mutacje typu missense (c.1922A>G). Przeprowa-
dzone analizy nie wykazaly zaleznosci czestosci wystepowania odpowiednich
genotypéw badanych SNP pomiedzy pacjentami ze schizofrenia a grupa kon-
trolna [156].

W pracy Liiwsp. [189] analizowano inne miejsce polimorficzne w genie
DLGAPI 1511081062 i rs26728 genu EFNAS (Efryna-A-S) - czlonka ge-
néw efryny, ktoérego produkt biatkowy zapobiega wigzaniu aksonéw u pacjen-
tow z zaburzeniami depresyjno-kompulsywnymi. Nie znaleziono zwigzku mie-
dzy polimorfizmem SNP rs11081062 genu DLGAPI, rs11081062 i rs26728
genu EFNAS(Efryna-AS) - czlonka genéw efryny, ktérego produkt bial-
kowy zapobiega wigzaniu aksonéw u pacjentéw z zaburzeniami depresyjno-
-kompulsywnymi populacji chiiskiej. Nie wykazano zaleznosci statystycznych
w wystepowaniu alleli w obu analizowanych polimorfizmach.

Powigzania zaobserwowano natomiast u pacjentéw z zaburzeniami
depresyjno-kompulsywnymi, prezentujacymi rézne podfenotypy. Zhang i wsp.
analizowali polimorfizm rs2049161 genu DLGAPI u dzieci z zespolem nadpo-
budliwosci ADHD [190]. Wykazano zwiazek czestoéci wystepowania alleli
polimorfizmu rs2049161 genu DLGAPI 7 elastyczno$cia poznawcza oraz szla-
kiem wzrostu neurytéw zwiazanych z objawami ADHD.

Innym rodzajem zmian epigenetycznych, ktérym ulegaja geny na pozio-
mie mRNA, s3 czasteczki miRNA. Odgrywaja one bardzo wazng role w regu-
lacji ekspresji genéw. miRNA to jednoniciowe 20-22 nukleotydowe czasteczki
RNA powstajace w cytoplazmie ze swoich prekursoréw pre miRNA, transkry-
bowanych w jadrze komérkowym. Rozpoznajac okreslone sekwencje w regio-
nie 3-UTR docelowych czasteczek matrycowych RNA i wigzac si¢ z nimi,
przeprowadzaja ich hydrolize, w ten sposéb hamuja biosynteze konkretnego



Dyskusja 125

bialka. Regulujac ekspresje gendéw biora udziat w licznych procesach komoérko-
wych, takich jak proliferacja, réznicowanie, embriogeneza, angiogeneza, apop-
toza, czy kontrola syntezy licznych onkogenéw i genéw supresorowych zaan-
gazowanych w proces nowotworowy. Dzigki temu, ze miRNA s3 odporne na
dzialanie endo i egzogennych RNAz w osoczu, surowicy, §wiezo mrozonych
tkankach czy bloczkach parafinowych, sa doskonalym materialem diagno-
stycznym, terapeutycznym. Duza stabilnos$¢ czasteczek nawet w temperaturze
pokojowej pozwala traktowa¢ czasteczki miRNA jako potencjalne biomarkery,
biorac pod uwage — z diagnostycznego punktu widzenia, potrzebe wielokrot-
nego mrozenia i rozmrazania. Ekspresja ponad 30% ludzkich genéw kontro-
lowana jest przez odpowiednie czasteczki miRNA. W DNA geny miRNA s3
czesto zlokalizowane w rejonach miejsc lamliwych chromosoméw (fragile sites)
podatnych na uszkodzenia. Zmiany w genomie powstale w wyniku uszkodzen
takie jak delecje, amplifikacje, translokacje, wlaczanie obcych czasteczek DNA
np. wirusa HPV (human papilloma virus), moga mie¢ wplyw zaréwno na eks-
presje genéw kodujacych bialka zwiazane z procesem nowotworowym: geny
supresorowe, protoonkogeny biatek bedacych supresorami nowotworzenia
jak i ekspresje miRNA. Zmiana ekspresji miRNA jest obserwowana w réznego
rodzaju nowotworach [191]. Réznorodnosé gendw, ktdérych ekspresja jest
regulowana przez czasteczki miRNA, powoduje, Ze w procesie nowotworo-
wym moga zachowywac sie jak onkogeny i jak supresory transformacji.

Na podstawie analizy poziomu ekspresji konkretnych miRNA mozna pré-
bowac¢ identyfikowa¢ tkanki zmienione nowotworowo. Profilowanie ekspresji
okreglonych czasteczek mikro-RNA, moze by¢ uzupelniajacym narzedziem
diagnostycznym wykorzystywanym w ocenie stopnia zaawansowania choroby
nowotworowej, okreslenia potencjalnego czasu przezycia, czy by¢ bardzo istot-
nym czynnikiem przy wyborze spersonalizowanego leczenia. Szereg badan
opublikowanych w ostatnim czasie wskazuje na takie mozliwosci. Przyktadowo
wysoka ekspresja czasteczek z grupy miR-183 takich jak miR-96, miR-182,
miR-183 zaréwno w surowicy, jak réwniez w komérkach nowotworowych moze
by¢ istotnym czynnikiem w diagnostyce niedrobnokomérkowego raka pluc.

Przeprowadzone badania wykazaly, ze nadekspresja czasteczek miR-182
jest zwiazana z wystapieniem przerzutéw do weztéw chlonnych, podczas gdy
nadekspresja czasteczek miR-183 z zahamowaniem procesu apoptozy, migra-
cji, naciekania na sasiadujace tkanki, procesem tworzenia przerzutéw [192]
— co jest bezposrednio zwiazane ze skréceniem przezycia organizmu. Dodat-
kowo Sarver i Subramanian [6] wskazuja na mozliwo$¢ obnizania ekspresji
genéw supresorowych: EGR1 (early growth response 1) i PTEN (phosphatase
and tensin homolog) [193] przez nadekspresje czasteczek miR-183. W pracy
Wang XC i wsp. [194] skorelowano zwigzek obnizonej ekspresji miR-451
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w komorkach niedrobnokomoérkowego raka pluc z przerzutami do wezlow
chlonnych, co przeklada si¢ na stopien zaawansowania choroby, skrécony
czas przezycia w szczegdlnoéci u oséb palacych. Ekspresja czasteczek miR-21
jest istotna w rozwoju nowotwordw prostaty. Nadekspresja miR-21 wplywa
na rozrost tkanki nowotworowej, migracje komoérek guza, naciekanie sasia-
dujacych komorek, a w konsekwencji przerzutowanie — najprawdopodobniej
w wyniku wyciszenia tak istotnych genéw jak: TPM1 (tropomyosin alpha-1),
PDCD4 (programmed cell death protein 4), czy MARKCS (myristoylated alani-
nerich protein kinase C substrate) [195]. Inne czasteczki — miR-141, miR-200b
imiR-200c — wydzielane do krwiobiegu moga by¢ istotne we wczesnym wykry-
waniu nowotworéw prostaty [196].

Nadekspresja czasteczki miR-21, posiadajacej funkcje onkogenu, w komor-
kach raka trzustki zwigzana jest ze ztym rokowaniem oraz wystapieniem prze-
rzutéw do weztdéw chtonnych, podczas gdy obnizona ekspresja miR-150 — okre-
$lanego jako supresor nowotworu, wpltywa na zwiekszona produkcje biatka
mucyny-4, odpowiedzialnego za ruchliwoéé¢ i przerzuty [196]. Podwyzszona
ekspresja miRNA-21 prawdopodobnie zwiazana jest z agresywnym typem
przewodowego gruczolakoraka trzustki, stymulujac jego powstawanie i rozwoj.
Czasteczki miR-21 moga wyciszaé szereg gendw zwigzanych z procesem nowo-
tworzenia tkankowego inhibitora metaloproteinazy 3 (TIMP3) i czynnika pro-
gramowanej $mierci komoérki 4 - PDCD4 — programmed cell death 4 (neoplastic
transformation inhibitor) [197]. W powstawaniu i rozwoju nowotworéw zoladka
obserwuje si¢ obnizong ekspresje miR-148a, co koreluje z krétszym czasem
przezycia chorych [198]. Obnizona ekspresja miR-146a, dla ktdrej celem sa
mRNA genéw IRAKI1 (interleukin-1 receptor-associated kinase 1), EGFR (epi-
dermal growth factor receptor), odpowiada za proces przerzutéw [199]. Kolejna
grupa 37 miRNA zwigzana jest z nowotworami piersi, dla 23 rodzajéw miRNA
obserwuje si¢ wzrost ekspresji, a dla 14 rodzajéw miRNA spadek [200]. Trzy cza-
steczki o obnizonej ekspresji: miR-10b, miR-125b oraz miR-14S pelnig funkcje
supresorow, dwie o podwyzszonej ekspresji: miR-21 i miR-15S pelnig funk-
cje onkogenéw. Podobnie w nowotworach szyjki macicy obserwuje si¢ zmie-
niong ekspresje 70 rodzajow miRNA, z ktérych dla 68 rodzajéw udowodniono
podwyzszona ekspresje, a dla dwdch: miR-149 i miR-203 obnizona. Jedna
z czasteczek ulegajaca nadekspresji miRNA-127 jest prawdopodobnie odpo-
wiedzialna za tworzenie przerzutow [201]. W nowotworach jelita grubego dla
6 czasteczek ulegajacych nadekspresji: miR-21, miR-31, miR-183, miR-17-5p,
miR-20a oraz miR-92 i dwéch: miR-21, miR-31 wykazano korelacje z rozwo-
jem tego rodzaju nowotworu [202]. Z czasteczek miRNA o zmienionej eks-
presji (obnizonej) w nowotworach ztosliwych watroby bardzo wazna role przy-
pisuje sie¢ miR-122. Czasteczki miR-122 biorg aktywny udzial w zmniejszaniu
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ekspresji genu ADAM17 (ADAM metallopeptidase domain 17), odpowiedzial-
nego za tworzenie przerzutéw oraz aktywno$¢ antyapoptotyczng [203]. Ze
zmieniong ekspresja miRNA mamy do czynienia w nowotworach glowy i szyi,
w tym nowotworach jamy ustnej. Metaanaliza 35 publikacji obejmujaca ponad
pie¢ tysigcy os6b, przeprowadzona przez Can i wsp. [204], zwrdcita uwage na
28 miRNA ulegajacych nadekspresjii 11 miRNA o obnizonej ekspresji, z ktorych
miR-15a, miR-22, miR-31, miR-451 i miR-1297 mialy wysoka wartos¢ diagno-
styczna. W kolejnej metaanalizie — obejmujacej 15 badan u 1200 oséb — prze-
prowadzonej przez Troiano i wsp. [205], podjeto prébe oceny prognostycz-
nej tkankowych miRNA i korelacji zmian w ekspresji z przezyciem pacjentow
z nowotworami jamy ustnej. Zle rokowanie dla pacjentéw zwigzane bylo z pod-
wyzszonymi 9 miRNA (miR-21, miR-455-5p, miR-155-5p, miR-372, miR-373,
miR-29b, miR-1246, miR-196a i miR-181) i obnizonymi 7 miRNA (miR-204,
miR-101, miR-32, miR-20a, miR-16, miR-17 i miR-125b).

W badaniach [206] celem byla analiza udzialu miRNA w chorobach
przyzebia podczas zapalenia przyzebia i raka plaskonablonkowego jamy ust-
nej. Analiza miRNA wykazala, ze miR-142-3p, miR-146a, miR-155, miR-203
i miR-223 s3 najwazniejszymi miRNA w chorobach przyzebia i raku ptaskona-
blonkowym jamy ustne;.

Czasteczki miRNA byly réwniez badane pod katem mozliwoséci ich
wykorzystania jako nieinwazyjnych biomarkeréw, oznaczanych w komor-
kach jamy ustnej pacjentéw z plaskonablonkowym nowotworem jamy ustnej
[207]. Celem tego badania byla analiza ekspresji panelu miRNA w komér-
kach nablonkowych zebranych przez szczotkowanie doustne, u pacjentéw
z nowotworami jamy ustnej, z obszaréw regeneracyjnych po zabiegu resekcji
guza i w odpowiednio odlegtej prawidtowej blonie §luzowej. Analiza ekspresji
o$miu miRNA: miR-21, miR-375, miR-345, miR-181b, miR-146a, miR-649,
miR-518b i miR-191 wykazala istotne réznice miedzy analizowanymi grupami
pacjentow z plaskonablonkowym nowotworem jamy ustnej a zdrowymi oso-
bami, w szczegdlnosci dla miR-21 (F = 6,58, p < 0,001 ), miR-146a (F = 6,974,
p <0,001)imiR-191 (F=17,07, p < 0,001 ). Nie zaobserwowano istotnie staty-
stycznych réznic pomiedzy komérkami pobranymi ze zmiany nowotworowej,
a normalnymi odleglymi komoérkami blony §luzowej tego samego pacjenta.
Zmieniong ekspresje miR-146a i miR-191 obserwowano w obszarach resekcji
zmiany nowotworowe;.

W ramach pracy habilitacyjnej przeprowadzono analize ekspresji miRNA
w tkance zmienionej nowotworowo i prawidlowej u pacjentéw z nowotwo-
rami plaskonablonkowymi jamy ustnej. Wybrano 6 miRNA o podwyzszonej
lub obnizonej ekspresji, zwiazanych z procesem nowotworzenia: miR-29a,
miR-21, miR-30a, miR-106a, miR-92, miR-30d. Ekspresje badanych miRNA
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korelowano ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej lub ze stop-
niem réznicowania guza. Uzyskane wyniki wykazuja korelacj¢ zmian w ekspre-
sji (spadek lub wzrost) badanych miRNA ze stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej czy zréznicowania guza. Analiza wynikéw uzyskanych zaréwno
dla miRNA wykazujacych podwyzszona, jak i obnizong ekspresje skorelowang
ze stopniem zaawansowania choroby, stopniem zréznicowania guza, wykazata
tendencje wzrostowa w znaczacej iloci przypadkéw dla réznych grup pacjen-
tow. Wybrane do badan 6 rodzajéw miRNA analizowano réwniez pod katem
gendéw docelowych, na ktore potencjalnie dzialaja powstale podczas trans-
krypcji mRNA. Dwa z analizowanych miRNA: miR-29a i miR-30a wykazy-
walo homologie do 3’'UTR mRNA analizowanych wcze$niej genéw: DLGAP]I,
WIF1 (miR-29a — WIF1, miR-30a - DLGAPI).

Korelacja poziomu ekspresji badanych genow: DLGAP1, WIFI z miRNA
wykazata silng negatywna zaleznos¢ dla ekspresji miR-30a-5p z ekspresja genu
DLGAPI, a pozytywna miR-29a z WIFI u pacjentdéw z bardziej zaawansowang
choroba nowotworowa. Badania poréwnawcze ekspresji miR-30a z ekspre-
sja genu DLGAPI wykazaly silng negatywna korelacje zaréwno na poziomie
mRNA, jak i biatka.

W przeprowadzonych badaniach wykazano znacznie obnizony poziom
ekspresji czasteczki miR-30a-5p w tkankach nowotworowych, pobranych od
pacjentéw z rakiem jamy ustnej, w poréwnaniu do zdrowej tkanki nieobjetej
procesem nowotworowym. Dalsze badania mialy na celu, okresli¢ potencjal-
nie terapeutyczne dzialanie miR-30a-Sp na komorki raka jamy ustnej. Na pod-
stawie analizy bioinformatycznej gen DLGAPI kodujacy bialko GKAP, zostal
okreslony jako przypuszczalny gen docelowy dla analizowanego miR-30a-Sp.

Istnieje pie¢ biatek, produktow translacji genéw DLGAP: DLGAPI-
DLGAPS, z ktérych DLGAP1-4 zwiazany jest z sygnalizacja neuronalna.
Gen DLGAPI jest zlokalizowany na chromosomie 18p11.31 i koduje biatko
GKAP kinaze guanylowa, bioraca udzial w patofizjologii zaburzen psychicz-
nych takich jak zaburzenia obsesyjno-kompulsywne, schizofrenia, depresja,
choroba Alzheimera, ataksja mézdzkowa [208-211]. Biatko GKAP wchodzi
w interakcje z czlonkami rodziny klastrowych synaptycznych biatek skupia-
jacych kanaly jonowe PSD9S, ktore z kolei wiaza sie bezposrednio z recep-
torami N-metylo-D-asparaginianu (NMDA) i kanalami potasowymi typu
Shaker [212, 213]. Bialko NMDA (receptor N-metylo-D-asparaginowy) jest
heterotetramerycznym integralnym biatkiem blonowym — receptorem dla glu-
taminianu, selektywnie aktywowanym przez kwas N-metylo-D-asparaginowy
(NMDA). Jest to receptor jonotropowy, wystepujacy w neuronach o$rod-
kowego uktadu nerwowego, odpowiadajacy za procesy uczenia sie¢, zapamie-
tywania, plastyczno$¢ moézgu, regulujacy proliferacje, migracje neuronoéw,
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powstawanie neuronéw z komorek progenitorowych hipokampa, przewodzacy
kationy sodu (Na+), potasu (K+) i wapnia (Ca2+) [214]. Do aktywacji oprécz
glutaminianu wymaga przylaczenia glicyny lub seryny. Obecno$¢ receptorow
NMDAR wykazano na powierzchni komoérek rakowych kilku linii komérko-
wych [215-218]. Nadaktywno$¢ receptora NMDAR w komérkach rakowych
jest zwiazana ze szlakiem sygnalowym mTOR, wplywajac na ich podzialy
komérkowe, ztogliwo$¢, inwazyjnosé [219-222]. Stepulakiwsp. [215] wykazali
mozliwo$¢ hamowania aktywnosci receptora NMDAR w komoérkach raka ptuc
przez niekompetycyjnych antagonistéw: dizocipling i memantyne. Antagoni-
$ci wiazac si¢ z receptorem NMDAR, hamowali szlaki sygnalowe aktywowane
przez czynniki wzrostu (insulinowy czynnik wzrostu IGF, naskérkowy czyn-
nik wzrostu EGF, czynnik wzrostu fibroblastéw FGF) w komérkach raka ptuc,
wplywajac naistotne obnizenie ich aktywnosci podzialowej. Tego rodzaju kore-
lacja sklonita autoréw publikacji do wniosku, ze potencjalne terapie skierowane
bezposrednio na zahamowanie aktywnosci receptora NMDAR, moga mie¢
dzialanie antyproliferacyjne i nieinwazyjne w stosunku do komorek posiadaja-
cych na swojej powierzchni tego rodzaju receptory. Istotnym pytaniem wyni-
kajacym z przeprowadzonych przez Strepulaka i wsp. badan, na ktére postano-
wiono odpowiedzie¢ w trakcie dalszej realizacji przedstawionej do oceny pracy
bylo, czy bialtko kinaza guanylowa GKAP kodowane przez gen DLGAPI jest
zaangazowane w modulacje aktywnosci receptora NMDAR w komorkach
raka plaskonablonkowego jamy ustnej. Rola biatka GKAP w szlaku NMDAR
w komoérkach nowotworowych zostala przedstawiona w publikacji Li i wsp.
[223]. Autorzy wykazali, ze biatko GKAP wraz z biatkami szoku cieplnego
HSF1 (heat shock factor), FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein)
stanowig bialka rusztowania receptora NMDAR. W badaniach in vitro, in vivo
na modelu nowotworu trzustki wykazali ich role w inwazyjnoéci komérek
nowotworowych.

Ekspresja genu DLGAPI na poziomie bialka GKAP, analizowana na
modelu mysim raka trzustki, jest wyzsza w komoérkach inwazyjnych nowotworu
w poréwnaniu z nieinwazyjnymi. Wyciszenie genu kodujacego biatko GKAP
w badaniach na modelu wysoce inwazyjnego raka trzustki skutkuje zmniej-
szong fosforylacja bialka NMDAR, co przeklada si¢ na obnizenie jego aktywno-
éci sygnalizacyjnej. W kolejnym badaniu Li i wsp. [224] wykorzystujac narze-
dzia bioinformatyczne, analizowali role biatka GKAP w nowotworach zoladka.
Analizowano wszystkie formy genu DLGAP. Wykazano podwyzszong ekspre-
sje wszystkich gendw, z wyjatkiem DLGAP3, skorelowang z czasem przezycia
u wszystkich badanych pacjentéw z nowotworami zotadka. Szczeg6lna uwage
zwrdcono na gen DLGAP4, ktérego wysoka ekspresja na poziomie mRNA
bialka, korelowata z krétszym czasem przezycia pacjentéw, wskazujac na jego
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istotng role w powstawaniu i rozwoju nowotworéw zotadka. Young i wsp. [225]
w badaniach in vivo wykorzystujac model zwierzecy Apc+/min, zaobserwo-
wali, ze brak ekspresji Dlgl, DLGAPI sprzyjal rozwojowi nowotworéw jelita,
zmniejszal przezycie u myszy Apc+/min, potwierdzajac jego role jako genu
supresorowego nowotworu w jelicie. Zmniejszenie ekspresji DIg1 prowadzi do
opdznienia przechodzenia komorek przez krypte jelitowa. W innych badaniach
dotyczacych nowotwordw skéry — czerniakéw — analizowano 108 polimorfi-
zmow sekwencji nukleotydowej genow u 891 pacjentéw pod katem mozliwosci
diagnozowania osobniczych predyspozycji do rozwoju tego nowotworu [226].
Przeprowadzone analizy wykazaly istotne statystycznie korelacje odpowiednich
wariantéw genotypéw w dwoch polimorfizmach badanych genéw: rs7538876
genu RCC2 (telophase disk protein) i rs9960018 DLGAP]I, z przezyciem pacjen-
tow bez nawrotéw choroby, wskazujac na mozliwosé wykorzystania badan w oce-
nie ryzyka zachorowania na ten rodzaj nowotworu.

W badaniach przeprowadzonych przez Kwiatkowskiego i wsp. [227],
wykazano negatywny wplyw produktu translacji genu DLGAPI na szybko$¢
wzrostu komérek krwiotwérezych, zaleznych od biatka MPL (receptor dla
trombopoetyny) i poliploidyzacje megakiocytéw.

Na podstawie uzyskanych wynikéw autorzy badan sugeruja role produktu
biatkowego genu DLGAPI jako nowego, silnego czynnika wplywajacego na
sygnalizacje zwigzang z biatkiem MPL w obrebie kaskady JAK-STAT, wzrost
i réznicowanie megakariocytéw, najprawdopodobniej istotnego w rozwoju
MPN (nowotwér mieloproliferacyjny ang. Myeloproliferative Neoplasm).

W pracy Zheng i wsp. [228] analizowano regulacyjna role uktadu: dhugie
niekodujace czasteczki RNA — IncRNA HOTAIR/miR-146a/gen DLGAPI na
wzrost, ruchliwo$¢ oraz inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych guza glowy i szyi
in vitro. Nadekspresja dlugich ponad 200pz czasteczek Inc RNA HOTAIRM1
w komoérkach nowotworowych regulowala ich proliferacje, migracje, inwazje.
Wykazano, wykorzystujac system Dual-luciferase reporter assay, ze czasteczki
Inc RNA HOTAIRM1 maja miejsce wigzania na czasteczkach miR-146a, z kolei
czasteczki miR-146a na genie DLGAPI. Czasteczki Inc RNA HOTAIRM1 wia-
zac si¢ z miR-146a, zmniejszaly jego ilo$¢, a w ten sposob zwigkszaly ekspre-
sja genu docelowego DLGAPI. Potwierdzono role supresorowa czasteczek Inc
RNA HOTAIRM], ktére wiazac si¢ z miR-146a, wplywaly na ekspresje genu
DLGAPI w komoérkach nowotworowych guza glowy i szyi.

W kolejnym etapie przedstawianej pracy postanowiono sprawdzi¢, ana-
lizujac droge sygnalowa miR-30a-Sp/DLGAP1/NMDAR2B, na ile wybrana
czasteczka miRNA faktycznie ma mozliwo$¢ potranskrypcyjnego wyciszania
ekspresji genu DLGAPI oraz czy knockdown genu DLGAPI bedzie miat tera-
peutyczne — antynowotworowe dzialanie na komorki raka jamy ustne;j.
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W rejonie 3’'UTR genu DLGAPI znajduja si¢ dwa potencjalne miejsca
wigzania miR-30a-Sp. Fragmenty 53 nukleotydowe zawierajace potencjalne
miejsca wigzania czasteczki miR-30a-Sp, sklonowano w wektorze pmirGLO
opartym na systemie lucyferazowym. Rekombinowanymi plazmidami razem
z czasteczkami miR-30a-5p, transfekowano komorki SCC-25. Analiza wzgled-
nej aktywnosci lucyferazy wykazata spadek aktywnosci dla obu miejsc poten-
cjalnego wiazania 1 i 2. Wigkszy spadek obserwowano dla miejsca 1 w poréw-
naniu z 2, co moze $wiadczy¢ o wigkszej specyficznoéci wigzania do miejsca.

Spadek aktywnosci byt najwiekszy w przypadku kotransfekeji komorek
SCC-25 dwoma plazmidami 1 i 2, co $wiadczy o mozliwosci przylaczenia cza-
steczek miR-30a-Sp w obu miejscach w rejonie 3'UTR genu DLGAPI réw-
noczesnie. Analiza ekspresji potencjalnego genu docelowego dla miR-30a-Sp
DLGAPI po transfekcji komoérek SCC-25 miR-30a-5p wykazata, ze ulega zmia-
nie. Po transfekcji komoérek miR-30a-5p stwierdzono obnizenie ekspresji genu
DLGAPI1 w przypadku mRNA o 12%, jego produktu biatkowego — biatka GKAP
0 83% (ryc. 35, 36). Transfekcja komérek SCC-25 czasteczkami miR-205a-Sp
(gen DLGAPI nie posiada miejsc wiazania tej czasteczki) nie wplynela na zmiane
ekspresji genu DLGAP]I zaréwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

W komorkach linii komérkowej ludzkiego nowotworu jamy ustnej
SCC-2S potwierdzono na poziomie mRNA bialka ekspresje na ich powierzchni
receptora NMDAR2B. Transfekcja komoérek SSC-25 czasteczka miR-30a-Sp
wplynela na zmiane ekspresji genu receptora NMDAR2B zaréwno na pozio-
mie mRNA, jak i bialka, powodujac obnizenie odpowiednio o 35% ilosci
mRNA, 26% biatka, podczas gdy transfekcja komérek SCC-25 czasteczkami
miR-205a-5p nie wplynela na zmiane ekspresji genu kodujacego receptor
NMDAR2B zaréwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

Wplyw wyciszania genu DLGAPI przez czasteczki miR-30a-Sp w trans-
fekowanych komérkach SCC-25 na proliferacje komorek rakowych badano
przy uzyciu testu MTI cytometrii przeplywowej. Uzyskane wyniki wskazuja na
spadek iloéci zdolnych do przezycia komoérek po transfekeji miR-30a-5p odpo-
wiednio 30% po 12 godz., 61% po 24 godz. Przeprowadzona analiza cytome-
tryczna wykazala réznice pomiedzy liczbg komorek apoptotycznych w komor-
kach nietransfekowanych i transfekowanych miR-30a-5p. Uzyskane wyniki
wskazuja na istotne zmiany w rozkladzie komorek zywych jak i wchodzacych
w proces apoptozy po transfekcji czasteczkami miR-30a-Sp. Zaobserwowano
rowniez zasadnicze réznice w cyklu komérkowym, prowadzace do jego hamo-
wania. Przeprowadzone badania wskazuja na udzial czasteczek miR-30a-5p,
ktore wigzac sie z rejonem 3’'UTR genu DLGAPI, wplynely na ilo§¢ receptora
NMDAR2B w blonie komoérek nowotworowych raka jamy ustnej SCC-25,
a w konsekwencji na ich liczbe.
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Poznanie funkcjonowania $ciezki sygnalowej miR-30a-Sp-/DLGAP1/-
-NMDAR2B oraz jej roli w rozwoju nowotwordéw jamy ustnej, niewatpliwie
przyczyni si¢ do poglebienia wiedzy i wigkszego zrozumienia patogenezy raka
jamy ustnej, mozliwego praktycznego zastosowania w diagnostyce przeciwno-
wotworowej, a by¢ moze w przysztoéci zaowocuje w terapii przeciwnowotwo-
rowej, przyczyniajac sie¢ do powstania nowych lekéw w leczeniu tego rodzaju
nowotwordw.
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WNIOSKI

Profil metylacji dla genéw DLGAPI, WIFI w tkance zmienionej nowo-
tworowo jest rézny w poréwnaniu ze zmianami przednowotworowymi czy
tkanka nieobjeta procesem nowotworowym pacjentéw z nowotworami
jamy ustne;j.

Stopien metylacji analizowanych genéw DLGAPI, WIFI jest skorelowany
z ich ekspresja na poziomie transkrypcji, translacji.

Analiza miejsc polimorficznych (SNP) w genach DLGAPI, WIFI nie
wykazala istotnych statystycznie réznic w czestosci wystepowania poszcze-
gélnych genotypow, alleli i nie jest skorelowana z ekspresja badanych
gendw zaréwno na poziomie mRNA i biatka.

Analiza ekspresji panelu miRNA w tkance zmienionej nowotworowo
i odpowiadajacej jej tkance prawidtowej pacjentéw z nowotworami jamy
ustnej pozwolila na wyodrebnienie kilku miRNA, w tym miR-30a-Sp,
potencjalnie zwigzanych z procesem nowotworowym jamy ustnej.
Analiza komputerowa miR-30a-Sp pozwolila na wyodrebnienie kil-
ku genéw docelowych i miejsc potencjalnego wigzania dla czasteczek
miR-30a-5p, w tym genu analizowanego DLGAP]I.

Przeprowadzona analiza komputerowa wykazala mozliwo$¢ wiazania sie
czasteczki miR-30a-5p z dwoma sekwencjami zlokalizowanymi w rejonie
3’'UTR genu DLGAPI.

Transfekcja komoérek nowotworowych SCC-25 czasteczkami miR-30a-Sp
spowodowala obnizenie ekspresji genu DLGAPI i receptora NMDAR2
zar6wno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

Wybrana czasteczka miR-30a-5p ma mozliwos¢ potranskrypcyjnego wyci-
szania ekspresji genu DLGAPI i posrednio genu receptora NMDAR?2,
wykazujac w ten sposob prawdopodobnie pozytywne — antynowotworowe
dziatanie w komérkach raka plaskonablonkowego jamy ustne;.
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STRESZCZENIE

Coraz wigksza liczba chorych, u ktérych rozpoznaje si¢ chorobe nowotwo-
rows, jest powodem do poszukiwania coraz to nowszych, skutecznych metod
leczenia. Poznanie podloza molekularnego transformacji nowotworowej,
uwzgledniajac rézne typy nowotwordw, jest warunkiem prawidlowego rozpo-
znania i leczenia choréb nowotworowych. Nowotwory glowy i szyi (HNSCC)
stanowig co najmniej 5% wszystkich nowotwordw zlogliwych w Polsce. Nowo-
twory zlosliwe jamy ustnej i wargi doprowadzaja do zgonéw u okolo 3% mez-
czyzn i 1% kobiet. Ryzyko zgonu z powodu nowotwordéw jamy ustnej wzra-
sta z wiekiem u mezczyzn, osiagajac maksimum na przelomie siédmej i 6smej
dekady zycia. Czgsto$¢ zgondéw w Polsce z powodu nowotworéw wargi, jamy
ustnej i gardla jest znacznie wyzsza niz przecietna dla krajéw Europy. Obok
czynnikéw egzogennych coraz wigksza uwage zwraca si¢ na czynniki endo-
genne, w tym uwarunkowania genetyczne takiego rodzaju jak mutacje w genach
supresorowych (RB1, ATM, TP53, BRCA1), onkogenach (c-fos, HER2/neu,
c-jun), genach zwigzanych z naprawag DNA (XPD, OGG1, RADS1, XRCC1) czy
genach enzyméw bioracych udzial w metabolizmie ksenobiotykéw (GSTM1,
GSTI'1iGSTPI).

Celem pracy byta analiza ekspresji genéw zaangazowanych w proces kan-
cerogenezy nowotwordw jamy ustnej z uwzglednieniem czynnikéw epigene-
tycznych, ktére moga wplywa¢ na ilo§¢ powstajacego mRNA biatka — pro-
duktéw transkrypcji, translacji tych genéw. Badania wykonano na bloczkach
parafinowych z utrwalonym materiatem, ktéry pochodzit od pacjentéw z leu-
koplakia i pacjentéw ze zmianami nowotworowymi jamy ustnej. W pierwszym
etapie badan wybrano 16 genéw, pelnigcych w organizmie role genéw supre-
sorowych, protoonkogenéw, w celu analizy stopnia ich metylacji, u 20 pacjen-
tow z leukoplakia i 120 ze zmianami nowotworowymi. Kontrole, dla tkanki
zmienionej przednowotworowo lub nowotworowo, kazdorazowo stanowila
tkanka nieobjeta zmianami. Do analiz wybrano geny: CDKN2B, ATM, TIMP3,
APC, CDKN2A, MLHI, RARB, CHFR, DLGAPI, C20rf40, GPX3, CDKN1B,
EPB41L3, TP73, CDH13, WIF1. Genami, ktére najczgéciej ulegaly metyla-
cji w badanej grupie byly: WIF1 (46,6%), GPx (41,6%), najrzadziej: CHFR
(1,6%), CDKIB (1,6%). W przypadku genu DLGAPI zaobserwowano obni-
zenie metylacji w stosunku do tkanki prawidlowe;j (—35,8%) — hypometylacje.
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U pacjentéw z leukoplakia procent metylacji analizowanych genéw pozostawat
na niskim poziomie (ponizej 10%). Dokonano poréwnania stopnia metylacji
analizowanych genéw z klinicznym zaawansowaniem choroby. Analiza staty-
styczna otrzymanych wynikéw wykazala istotnie statystyczng korelacje stop-
nia metylacji badanych genéw z klinicznym stopniem zaawansowania choroby
TNM tylko w przypadku genu DLGAPI. Analizowane geny wykazywaly zréz-
nicowany stopiert metylacji, jezeli chodzi o stopien ztoéliwosci nowotworu.
Wyisza czestos¢ metylacji dla stopnia zlosliwosci nowotworu G1 wzgledem
G2 wykazywaly geny: RARB, APC, CHFR, a nizsza czesto$¢ geny: TIMP3,
DLGAPI, C2o0rf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, CDH13, WIFI. Dalsza ana-
lize przeprowadzono dla wybranych genéw DLGAPI i WIFI. Przeprowadzone
analizy wykazaly, Ze ocena stopnia metylacji (hiper, hypometylacji) analizo-
wanych gendw moze by¢ potencjalnie przydatna w ocenie stopnia zlosliwo-
$ci nowotworu G1, G2. Kolejny etap badan stanowila analiza ekspresji genéw
DLGAPI, WIFI na poziomie mRNA bialka u pacjentéw z leukoplakia i ptasko-
nablonkowym nowotworem jamy ustnej. Zmiany w ekspresji badanych genéw
obserwowano zaréwno na poziomie mRNA, jak i biatka. Wzrost ekspresji genu
DLGAPI obserwowano zaréwno u chorych z leukoplakia, jak i chorych z réz-
nym stopniem zlosliwo$ci nowotworu. Analiza ekspresji genu WIF1 wykazata
odwrotna korelacje. W badanych genach DLGAPI i WIFI u pacjentéw z leu-
koplakia i zmianami nowotworowymi przeprowadzono analize kilku polimor-
fizméw pojedynczego nukleotydu. Przeprowadzona analiza statystyczna nie
wykazala istotnej statystycznie czestosci wystgpowania okreslonych geno-
typow, alleli w analizowanych polimorfizmach SNP genu DLGAPI1, WIFI
w tkance prawidlowej w poréwnaniu z leukoplakia, czy tkanka zmieniong
nowotworowo. Nie wykazano korelacji pomiedzy okreslonymi genotypami,
allelami genu a stezeniem biatka zaréwno w tkance nowotworowej, leukopla-
kii, jak i prawidlowej.

W kolejnym etapie badan przeprowadzono analize ekspresji miRNA w tkance
zmienionej nowotworowo i prawidlowej pacjentéw z nowotworami jamy ustnej.
Wybrano 6 miRNA o podwyzszonej lub obnizonej ekspresji, a zwigzanych z pro-
cesem nowotworzenia: miR-29a, miR-21, miR-30a, miR-106a, miR-92, miR-30d.
Ekspresje badanych miRNA korelowano ze stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej lub ze stopniem réznicowania guza. Uzyskane wyniki wyka-
zuja korelacje zmian w ekspresji (spadkiem czy wzrostem) badanych miRNA
ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej czy zrdznicowaniem
guza. Analiza wynikéw uzyskanych zaréwno dla miRNA wykazujacych pod-
wyzszona, jak i obnizong ekspresje skorelowang ze stopniem zaawansowania
choroby, stopniem zréznicowania guza, wykazata tendencje wzrostowa w ilo-
$ci przypadkow dla réznych grup pacjentéw. Wybrane do badan 6 rodzajéow
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miRNA analizowano pod katem genéw docelowych, na ktérych mRNA poten-
cjalnie dzialaja. Dwa z analizowanych miRNA: miR-29a i miR-30a, wykazy-
waly homologie do 3'UTR mRNA analizowanych wcze$niej genéw: DLGAPI,
WIFI (miR-29a — WIFI, miR-30a - DLGAPI).

Korelacja poziomu ekspresji badanych genéw: DLGAPI1, WIF1 z miRNA
wykazala silng negatywna zalezno$¢ dla ekspresji miR-30a-Sp z ekspresja genu
DLGAPI, a pozytywna miR-29a z WIFI u pacjentdw z bardziej zaawansowang
chorobg nowotworowa. Badania poréwnawcze ekspresji miR-30a z ekspre-
sja genu DLGAPI wykazaly silng negatywna korelacj¢ zaréwno na poziomie
mRNA, jak i bialka.

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej, na tkan-
kach nowotworowych pobranych od pacjentéw z rakiem jamy ustnej, wykazano
znacznie obnizony poziom ekspresji czasteczki miR-30a-Sp w poréwnaniu do
zdrowej tkanki nieobjetej procesem nowotworowym. Dalsze badania mialy na
celu okregli¢ potencjalnie terapeutyczne dzialanie miR-30a-5p na komorki raka
jamy ustnej. Na podstawie analizy bioinformatycznej gen DLGAPI kodujacy
bialko GKAP zostal okreslony jako przypuszczalny gen docelowy dla analizo-
wanego miR-30a-Sp. W rejonie 3’'UTR genu DLGAPI znajduja sie dwa poten-
cjalne miejsca wigzania miR-30a-Sp. Fragmenty 53 nukleotydowe zawierajace
potencjalne miejsca wigzania czasteczki miR30a-Sp, sklonowano w wektorze
pmirGLO opartym na systemie lucyferazowym. Rekombinowanymi plazmi-
dami razem z czasteczkami miR-30a-5p transfekowano komorki SCC-25. Ana-
liza wzglednej aktywnosci lucyferazy wykazala spadek aktywnosci dla obu
miejsc potencjalnego wigzania 1i2. Wiekszy spadek obserwowano dla miejsca
1 w pordéwnaniu z 2, co moze $wiadczy¢ o wiekszej specyficznoéci wigzania do
miejsca 1. Spadek aktywnosci byt najwiekszy w przypadku transfekcji komérek
SCC-25 dwoma plazmidami 1 i 2, co $wiadczy o mozliwosci przylaczenia cza-
steczek miR-30a-Sp w obu miejscach w rejonie 3'UTR genu DLGAPI réwno-
czesnie.

Analiza ekspresji potencjalnego genu docelowego dla miR-30a-Sp
DLGAPI, po transfekcji komoérek SCC-25 miR-30a-Sp, wykazala, ze ulega zmia-
nie. Po transfekcji komoérek miR-30a-5p stwierdzono obnizenie ekspresji genu
DLGAPI w przypadku mRNA o 12%, jego produktu biatkowego — biatka GKAP
0 83% (ryc. 29, 30). Transfekcja komérek SCC-25 czasteczkami miR-205a-Sp
(gen DLGAPI nie posiada miejsc wigzania) nie wplynela na zmiane ekspresji
genu DLGAPI zaréwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

W komorkach linii komérkowej ludzkiego nowotworu jamy ustnej
SCC-25 potwierdzono na poziomie mRNA i biatka ekspresje na ich
powierzchni receptora NMDAR2B. Transfekcja komoérek SSC-25 czasteczka
miR-30a-5p wplynela na zmiane ekspresji genu receptora NMDAR2B zaréwno
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na poziomie mRNA, jak i biatka, powodujac obnizenie odpowiednio o 35%
ilosci mRNA, 26% bialka, podczas gdy transfekcja komérek SCC-2S5 czastecz-
kami miR-205a-5p nie wplyneta na zmiane ekspresji genu kodujacego receptor
NMDAR2B zaréwno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

Wplyw wyciszania genu DLGAPI przez czasteczki miR-30a-Sp w transfe-
kowanych komérkach SCC-25 na proliferacje komorek rakowych badano przy
uzyciu testu MTT i cytometrii przeplywowej. Uzyskane wyniki wskazuja na
spadek ilosci zdolnych do przezycia komoérek po transfekeji miR-30a-5p odpo-
wiednio: 30% po 12 godz., 61% po 24 godz.

Poznanie funkcjonowania $ciezki sygnalowej miR-30a-Sp-/DLGAPI/-
-NMDAR?2B oraz jej roli w rozwoju nowotwordw jamy ustnej niewatpliwie moze
przyczynic sie do poglebienia wiedzy na temat patogenezy raka jamy ustnej.

Wyniki otrzymane w ramach tej pracy stwarzaja szanse wyznaczenia nowego
kierunku diagnostycznego dla plaskonablonkowych nowotworéw jamy ustne;j.
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