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WYKAZ STOSOWANYCH SKRÓTÓW I OZNACZEŃ

∆Np63 – białko p63 należące do rodziny białek p53, izoforma pozba-
wiona regionu domeny transaktywacyjnej

AA – aminy aromatyczne (aromatic amines)
ABL2 – gen kodujący kinazę tyrozynową
ADAM17 – ADAM metallopeptidase domain 17
AgNORs – srebrnochłonne regiony organizujące jąderko (silver-absor-

bent regions orgnize nucleoli)
APC – gen kodujący u człowieka białko APC (Adenomatous Polypo-

sis Coli – gruczolakowata polipowatość okrężnicy)
ATM – białko (ataxia telangiectasia mutated protein)
B7-DC – receptor komórek nowotworowych
BCL1 – białko antyapoptotyczne
BRCA1 – ludzki gen supresorowy (BReast CAncer genes 1)
CCDN3 – białko uczestniczące w proliferacji komórek poprzez CDK14
CD31 – przeciwciało przeciw komórkom naczyń (angiosarcoma)
Cdc2 – kinaza białkowa (cell division cycle 2)
CDK14 – gen kodujący cyklino zależną kinazę 14 (cyclin dependent 

kinase14)
CHFR – gen kodujący ligazę proteolitycznej degradacji białek, akty-

wowaną przez czynniki stresowe w punkcie kontrolnym pro-
fazy (checkpoint with forkhead and ring finger domains)

CDH13 – gen kodujący białko kadheryny H (13)
CDK – kinaza zależna od cytokin (cyclin-dependent kinase)
CDKN1B – inhibitor cyklinozależnej kinazy 1B (cyclin-dependent kinase 

inhibitor 1B)
CDLE – ogniskowa przewlekła postać tocznia rumieniowatego ukła-

dowego (lupus erythematosus) (LE)
cDNA – komplementarny DNA (complementary DNA)
c-fos – komórkowy protoonkogen, należący do genów wczesnej 

odpowiedzi komórkowej, koduje czynnik transkrypcyjny 
FOS

CNV – polimorfizm liczby kopii (copy number ariation)
COX-2 – gen cyklooksygenazy-2
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CSF – czynnik stymulujący wzrost kolonii (colony-stimulating factor)
CSF1 – receptor
CT – tomografia komputerowa (computed tomography)
Ct – poziom krytyczny fluoroscencji (treshold cycle)
CXC – gen związany z procesem zapalnym i nowotworzeniem 

(chemokiny)
CYGB – cytoglobina
DLGAP1 – disks-large-associated protein 1
DMEN – podłoże Dublecco Modified (substrates Dulbecco Modified)
DTT – ditiotreitol
E1AF – czynnik transkrypcji
EFNA5 – gen Efryna A5
EGF – naskórkowy czynnik wzrostu (epidermal growth factor)
EGFR – receptor naskórkowego czynnika wzrostu (epidermal growthf 

actor receptor)
eIF4E – eukariotyczny czynnik inicjujący translację
ELISA – test immunoenzymatyczny (enzyme-linkedimmunosorbent assay)
Etk/BMX – kinaza
Ets-1 – zewnętrzne sekwencje transkrybowane-1 (extremal transcri-

bed spacery 1)
FadA – białko adhexyjne z fusobacterium nukleatum (adhesive pro-

tein with fusobacterium nucleatum)
FGF – czynnik wzrostu fibroblastów (fibroblasts growth factor)
FMRP – fragile X mental retardation protein
G1 – rak wysokozróżnicowany niski stopień zezłośliwienia
G2 – rak średniozróżnicowany pośredni stopień złośliwości
GEC – komórki epidermalne dziąsła
GKAP – kinaza guanylowa (guanyl kinase)
GLUT-1 – transporter glukozy (glucose transporters)
GRO1 – protoonkogen
GRPR – receptor uwalniający peptyd gastryny
GST – transferaza S-glutationowa (glutathione S-transferase)
GSTT1 – transferaza S-glutationowa T1 (glutathione S-transferase T1)
GTP – guanozyno-5-trifosforan (guanose 5-triphosphate)
HGF – czynnik wzrostu hepatocytów (hepatocyts growth factor)
Hhal – enzym restrukcyjny wrażliwy na metylację
HIV – ludzki wirus niedoboru odporności (human immunodefi-

ciency virus)
HNSCC – nowotwory głowy i szyi (head and neck tumors)
HPV – wirus brodawczaka ludzkiego (human papilloma virus)
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IGF – insulinopodobny czynnik wzrostu (insulin-like growth factor)
IL – interleukina (interleukin)
IncRNA  – długie niekodujące cząsteczki RNA
HOTAIR
INF (y) – interfeson gamma
INK4A – gen supresorowy p16
iNOS – indukowana syntetaza tlenku azotu (inducible nitric oxide 

synthase)
IRAK1 – kinaza-1 skojarzona z receptorem interleukin (interleukin-

receptor--associated kinase 1)
JAK1 – kinaza Janusowa-1 (Janus activated kinase 1)
K – tkanka bez zmiany nowotworowej
LCA – wspólne antygeny limfocytów (lymphocyte common antygen)
LDLR – gen receptor frakcji lipoprotein LDL w surowicy krwi (serum 

lipoprotein LDL fraction receptor gene)
LE – toczeń rumieniowaty (lupus erythematosus)
MAPK – kinazy białkowe aktywujące replikację DNA
MARKCCS  – substrat alaniny bogaty w kinazy C (myristoylated alanine-rich 

protein kinase C substrate)
MGMT – metylotransferaza 0-6-metyloguaninowa (0-6-methylgua-

nine-DNA methyltransferase)
miRNA – mikro RNA
MMP-9 – metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej-9 (matrix 

me- tallopeptidase 9)
MMP – metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (matrix 

metalloproteinase)
MMP-14 – metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej-14 (matrix 

metalloproteinase 14)
MMP-2 – metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej-2 (matrix 

metalloproteinase 2)
MMP-8 – metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej-8 (matrix 

metalloproteinase 8)
MMPs – macierz metaloproteinaz (matrix metalloproteinases)
MPL – receptor dla trombopoetryny (receptor for thrombopoetrine)
MPN – nowotwór mieloproliferacyjny (myeloproliferative neoplasm)
mRNA – matrycowy/informacyjny RNA (messenger RNA)
MS – białka szlaku cieplnego (heat shock factor)
MSF1 – białka szlaku cieplnego-F1 (heat shock factor F1)
N – tkanka zmieniona nowotworowo
NAT – transferaza N-acetylowa (acetyv N-transferase)
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NC – stała normalizacji (normalisation constant)
NGS – sekwencjonowanie nowej generacji (new generation sequencing)
NMDA – kwas N-metylo-D-asparaginowy (N-methyl-D-aspartic acid)
NMDAR – receptor komórkowy (N-methyl-D-aspartic acid)
NMR – magnetyczny rezonans jądrowy (nuclear magnetic resonance)
NNA – N-nitrozaminy (N-nitrosamines)
NSE – przeciwciała przeciw komórkom nerwowym (neurosarcoma) 
OGG1 – glikozylaza DNA
OSCC – kompleksowe profilowanie molekularne
OSMF – włóknienie podśluzówkowe jamy ustnej (oral submucosus fibrosis)
P2X7 – receptor purynergiczny (purynergic receptor)
p27Kip1 – inhibitor cyklino-zależnej kinazy (cycle inhibitor with depen-

dent kinase)
p38 – kinaza białkowa 38 (protein kinase 38)
p53 – białko 53 (tumor protein 53)
PCNA – jądrowy antygen komórek proliferujących (proliferating cel 

nuclear antygen)
PCR – łańcuchowa reakcja polimeryzacji (polymerase chain reaction)
PDCD4 – czynnik programowanej śmierci komórki (programmed cell 

death protein)
PDGF – płytkowy czynnik wzrostu (platelet derived growth factor)
PET-CT – pozytonowa tomografia emisyjna (position emissive tomography)
PI3K – inhibitor szlaku 3-kinazy (fosfatydyloinozylan phosphatidyli-

nositide 3-kinases)
pmirGLO – wektor/plazmid
Pro-MMP-9 – metaloproteinaza pro-macierzowa-9 (pro matrix metaloprote-

inase 9)
PTEN – phosphatase and tensin homolog delated of chromosome ten
PWA – węglowodory aromatyczne (aromatic hydrocarbons)
RB6 – receptory jądrowe dla retinoidów (nuclear receptors for reti-

noids)
RCC2 – telefazowe białko krążkowe (telophase disc protein)
ROS – reaktywne formy tlenu (reactive oxygen species)
RT – odwrotna transkryptaza (reverese transcriptase)
RW – rak wargi (carcinoma labii)
SCC-25 – linia komórkowa ludzkich komórek raka płaskonabłonko-

wego języka
SLE – postać układowa LE (lupus erythematosus systemicus)
SMA – przeciwciała przeciw mięśniom gładkim (leiomyosarcoma)
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SNP – polimorfizm pojedynczych nukleotydów (single nucleotide 
polymorphism)

Stat3 – kinaza
TAD – domena transaktywacyjna (transactivation domain)
TAE – bufor TRIS-octan-EDTA
TAp63 – polimorficzne białko-63 (polimorphic protein 63)
TGF – transformujący czynnik wzrostu (transforming growth factor)
TGF (betaB)  – transformujący cynnik wzrostu beta (transforming growth 

factor beta)
TIM Ps – tkankowy inhibitor metaloproteinaz (tissue inhibitors of 

MMPs)
TIMP – inhibitor metaloproteinazy (metaloproteinase inhibitor)
TIMP3 – tkankowy inhibitor metaloproteinazy 3 (metaloproteinase 

inhibitor 3)
TNF – (alfa) czynnik martwiczy guza
TNM – guz-węzły chłonne-przerzuty odległe (tumor-nodules-meta-

stases)
TP53 – gen 53 położony na chromosomie 17 (gen 53-locus 17p13)
TPM1 – tropomyosin alpha 1
Xba – enzym restrykcyjny
XPD – białko naprawy, helikaza ATP zależna
XRCC1 – białko znakowane naprawy DNA





WSTĘP

Nowotwór jest rozrostem patologicznych komórek, które stają się nie-
podatne na działanie czynników ustrojowych, regulujących rozmnażanie, róż-
nicowanie i dojrzewanie. Taki stan powoduje niekontrolowany rozrost komórek 
potomnych, niezgodnych z potrzebami organizmu i coraz bardziej opornych na 
sygnały regulacyjne [1–4].

Jednocześnie w komórkach nowotworowych/rakowych dochodzi do zała-
mania mechanizmów kontrolujących prawidłowy wzrost komórki. Wzrost 
i różnicowanie komórki prawidłowej podlega wielu mechanizmom kontrol-
nym różnych typów. W przypadku transformacji nowotworowej dochodzi do 
całkowitej utraty kontroli nad komórkami wywołującymi tę transformację.

Statystycznie tylko choroby układu sercowo-naczyniowego wywołują 
większą śmiertelność, a nowotwory to druga w kolejności przyczyna zgonów 
w Europie i Ameryce Północnej [5, 6].

Przewidziano, że w ciągu najbliższych 25 lat dojdzie do podwojenia 
zachorowalności na nowotwory, a około 70% dotyczyć ma państw rozwija-
jących się [7–9].

Nowotwory nabłonkowe jamy ustnej stanowią około 3% wszystkich 
nowotworów złośliwych na świecie, co stanowi około 500 tysięcy nowych 
przypadków rocznie [8, 9]. Tak duża liczba chorych stanowić zaczyna istotny 
problem zdrowotny wśród ludności. Występowanie raka jamy ustnej obser-
wuje się najczęściej u osób po 40 roku życia i z badań wynika, iż mężczyźni 
dwukrotnie częściej zapadają na tę chorobę [12–14].

Zmiany te można stosunkowo wcześnie wykryć i leczyć [15], ale nadal 
spory procent społeczeństwa nie przykłada do tego wagi. Część osób zanie-
dbuje badania w obawie przed wykryciem niepokojących zmian lub twierdzi, 
że nic im nie zagraża [15]. Dopiero powiększający się guz w obrębie twarzy, 
okolicy podżuchwowej lub szyi skłania chorego do szukania pomocy lekarskiej. 
Bardzo często są to już liczne przerzuty do węzłów chłonnych, którym może 
towarzyszyć ból twarzy [16, 17]. Dlatego bardzo ważna jest profilaktyka prze-
ciwnowotworowa, dokładne badanie jamy ustnej i zebrany wywiad w gabine-
tach stomatologicznych [15].





Rozdział 1

PATOFIZJOLOGIA, MUTAGENEZA,  
ONKOGENEZA TKANEK

Jama ustna to jedno z miejsc najbardziej narażonych na działanie czynników 
zewnętrznych – zarówno fizycznych, jak i chemicznych. Bezpośrednimi istot-
nymi czynnikami karcynogennymi są różnorakie używki, gdzie palenie tyto-
niu, karcynogeny – głównie węglowodory aromatyczne (PWA), N-nitrozaminy 
(NNA) oraz aminy aromatyczne (AA) i spożywanie alkoholu stanowią istotne 
czynniki ryzyka, między innymi w raku płaskonabłonkowym jamy ustnej. Ich 
skojarzenie daje efekt synergiczny. Palenie papierosów zawierających różne 
ilości substancji smolistych, zwiększa ryzyko wystąpienia raka jamy ustnej 
8–16  krotnie [13, 11, 16]. Alkohol może zawierać substancje karcynogenne  
np. etanol, który ulega przemianom metabolicznym pod wpływem dehydroge-
nazy alkoholowej i w pewnym stopniu cytochromu P450 do acetaldehydu [17].

Większość mutagenów jest karcynogenna. Wśród mutagenów fizycz-
nych przypomnieć należy szkodliwe działanie promieniowania jonizującego 
X  i  gamma oraz niejonizującego UV. W tym ostatnim przypadku większą 
uwagę skupić należy na bezustannie kreowanej modzie na intensywną opale-
niznę. Z punktu widzenia patofizjologii tkanek produktami uszkodzenia DNA, 
wskutek nadmiernego naświetlania promieniami UV, są dimery pirymidy-
nowe. Nadmierne narażenie na działanie promieni słonecznych może spowo-
dować zachorowanie na raka wargi [7, 18, 19, 20].

Także żucie tytoniu – praktykowane np. w niektórych częściach Azji lub 
nawyk stosowania orzechów arekibetelu, potwierdziły zwiększenie zachoro-
walności na nowotwory błony śluzowej. Nieprawidłowa higiena jamy ustnej, 
próchnica, źle dopasowane uzupełnienia protetyczne stanowią istotne ryzyko 
zachorowania [11, 15]. W znacznej części przypadków leukoplakii guzkowa-
tej występuje infekcja grzybami rodzaju Candida [22, 23]. Również wirusy 
mogą indukować nowotwory przez zmianę DNA i chromosomów komórek 
oraz poprzez stymulowanie zaburzonej proliferacji [11, 16]. Sugeruje się, że 
czynnikiem odgrywającym rolę w powstaniu raka jamy ustnej jest też wirus 
brodawczaka ludzkiego (HPV), a także wskazuje się na rolę wirusa ludzkiego 
niedoboru odporności (HIV) [24, 14, 25]. Indywidualna podatność na raka 
może być związana z konkretnym genotypem, skutkującym zwiększoną eks-
pozycją na karcynogen w wyniku zaburzeń metabolizmu. Najważniejszymi 
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z karcynogenów chemicznych są jednak aminy aromatyczne (arylaminy 
i aminy heterocykliczne) [17]. Czynniki alkilujące i arylujące wytwarzają różne 
związki addycyjne, które mogą blokować transkrypcję i replikację oraz powo-
dować mutacje przez bezpośrednią lub pośrednią mutagenezę. W przypadku 
tej pierwszej – jeśli w macierzystym DNA znajdzie się analog zasady lub zasada 
zmodyfikowana o odmiennych właściwościach tworzenia par, która nie zosta-
nie usunięta przed przejściem widełek replikacyjnych, to do potomnego DNA 
może zostać włączona niewłaściwa zasada. Druga runda replikacji utrwala tę 
zmianę jako mutację stałą. Większość uszkodzeń DNA ulega korelacji szlakami 
mechanizmów naprawy przed przejściem widełek replikacyjnych.

W przypadku mutagenezy pośredniej przy braku naprawy, zgodnie ze 
wspomnianym wyżej mechanizmem, może dojść do błędnej syntezy DNA 
z udziałem wyspecjalizowanej polimerazy DNA i jedna lub więcej zasad zosta-
nie wbudowana naprzeciw uszkodzenia [7, 10, 18, 19, 20].

Inną z wielu przyczyn mogą być czynniki genetyczne. Sprzyjają one kon-
troli wzrostu, natomiast ich mutacje mogą uniemożliwić działanie mechani-
zmów kontrolnych. Z jednej strony udowodniono, że wystąpienie nowotworu 
ma podłoże genetyczne, ale to akumulacja pewnych mutacji w komórkach 
odpowiada za karcynogenezę.

Wyodrębniono 3 grupy genów odpowiedzialnych, w zależności od kie-
runku dalszych przemian, za nabycie lub utratę funkcji poprzez mutacje.

Bezpośrednią przyczyną powstania nowotworzenia na poziomie tkanek 
jest ekspresja onkogenów. Proonkogeny to ich nieaktywna forma w tkankach. 
Ulegając mutacji, prowadzą do syntezy onkoprotein (odpowiadają za pobu-
dzenie do namnażania i podziałów komórek, będących dotychczas w fazie 
spoczynkowej) lub syntezy zmutowanej formy tego białka. Mutacje w pro-
onkogenach (mutacje punktowe, translokacje czy amplifikacje) prowadzą 
bardzo często do ich niekontrolowanej aktywacji. Zidentyfikowano ponad 
500  proonkogenów, wśród nich najczęściej protoonkogeny RAS. Zmuto-
wane wersje proonkogenu RAS lokalizowano w nowotworach głowy i szyi. 
Ich produktami są białka o aktywności kinazy, przenoszące sygnały z recep-
torów powierzchni komórek do ich wnętrza, wpływając na proliferację 
i dojrzewanie. Innym proonkogenem, również wiązanym z występowaniem 
nowotworów głowy i szyi, jest gen BCL1, którego zmutowana forma wpływa 
na pobudzenie proliferacji komórek. Z kolei warto wspomnieć o „strażniku 
genomu” – gen TP53. W komórkach z mutacją lub utratą tego genu uszko-
dzenie DNA nie zatrzymuje cyklu komórkowego ani nie uruchamia genów 
naprawy [14, 26, 27, 28].

Zaobserwowano wytwarzanie fenotypu nowotworowego komórek wskutek 
zmian w kontroli cyklu komórkowego, apoptozy, czy naprawy DNA. Bezpośrednią 
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przyczyną są zmiany epigenetyczne, w postaci hipermetylacji DNA w obrębie 
genów supresorowych, powodujące zablokowanie ich funkcji [27].

W wyniku nieustannej ekspozycji na karcynogeny i niedostatecznej na- 
prawy uszkodzeń DNA dochodzi do przesunięcia równowagi uszkodzenie–
naprawa w kierunku uszkodzeń. Doprowadza to do sytuacji, w której uszkodze-
nia DNA zaczynają wpływać na nieprawidłową syntezę istotnych dla komórki 
białek, między innymi białka p16. Innym przykładem o kluczowym znacze-
niu jest uszkodzenie genu kodującego białko p53. W wyniku tego następuje 
utrata kontroli nad cyklem komórkowym i w konsekwencji niekontrolowane 
podziały komórkowe. Białko p53 jest sensorem uszkodzeń w DNA, jak rów-
nież czynnikiem transkrypcyjnym dla niektórych genów związanych z proce-
sem apoptozy oraz aktywatorem genów kodujących proteazy zwane kaspazami. 
W kontroli mechanizmów prawidłowego przebiegu cyklu komórkowego ważną 
rolę odgrywają również produkty białkowe genu RB1. Białko RB1 w komórce 
odgrywa rolę platformy dokującej dla czynników transkrypcyjnych z rodziny 
E2F. Czynniki te są aktywatorami wczesnych genów fazy G1, rodzin genów 
FOS, JUN. Na tym samym etapie, ale w odmiennym mechanizmie, działanie 
prokarcynogenne wykazują wirusy HPV. Poprzez integrację własnego mate-
riału genetycznego z DNA gospodarza zmuszają komórki do produkcji białka 
E6, które z kolei oddziałuje z białkiem p53, powodując jego inaktywację [29].

Istotną rolę w utrzymaniu homeostazy komórek pełnią ich mitochondria, 
które zawierają własny kod genetyczny. W mechanizmach hamujących apop-
tozę, efektem ubocznym mogą być pojedyncze mutacje ich genomu. Stwier-
dzono akumulację bursztynianów, hamujących degradację czynnika HIF-1alfa, 
a więc tendencję do wydłużenia życia. Sam czynnik indukuje angiogenezę, czyli 
istotny proces z punktu widzenia przetrwania komórki nowotworowej [30].

W nowotworach jamy ustnej zaobserwowano pogarszające rokowania 
w leczeniu, zjawisko nadekspresji EGFR (receptora naskórkowego czynnika 
wzrostu). Tę nadekspresję zaobserwowano w ponad 80% przypadków nowo-
tworów jamy ustnej, w których deregulacje receptora poprzez jego fosforylację 
dają proliferację i inwazję.

Wśród badań molekularnych w wykrywaniu nowotworów jamy ustnej 
korzysta się z oznaczeń: cykliny D1, Ki67, angiogenezy na podstawie receptora 
EGFR, kariotypowania utraty 1p, 11q13 [31].

Niezwykle interesujące są obserwacje wpływu polimorfizmów genów 
kodujących białka enzymatyczne na stymulację procesów nowotworowych. 
Katalizująca acetylację amin – NAT (transferaza N-acetylowa), czy GST 
(transferaza S-glutationowa) detoksykująca, to przykłady enzymów z udo-
wodnionym wzrostem aktywności w obserwowanych zjawiskach. Innym 
przykładem są polimorfizmy pojedynczych nukleotydów w nadekspresji 
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cyklooksygenazy 2, w potencjalnie złośliwych zmianach i rakach płasko-
-nabłonkowych jamy ustnej [27].

Zaobserwowane zmiany w ekspresji genów regulujących szlaki meta-
boliczne glukozy, prześledzone na podstawie mutacji GLUT-1, wykazały, 
że wzmożona aktywność metaboliczna może odpowiadać za przyspieszenie 
przejścia stanów dysplazji nabłonka jamy ustnej w proces nowotworowy, za 
który odpowiada mutacja [32].

Udowodniono, że nacieki i zmiany w węzłach chłonnych poprzez zwięk-
szoną migrację komórek zmienionych nowotworowo mogą być stymulowane 
zwiększoną aktywnością metaloproteinaz (MMP) i deregulacją inhibitorów 
metaloproteinaz (TIMP) [30].

Destrukcja błony podstawnej oraz naciek komórek nowotworowych błony 
łącznotkankowej może prowadzić do przerzutów w początkowych fazach roz-
woju nowotworów nabłonkowych. Zaobserwowane wzrosty poziomów meta-
loproteinaz i ich inhibitorów towarzyszą wzrostom uwalnianych mediatorów 
zapalnych i enzymów proteolitycznych [33].

W rozwoju raka jamy ustnej początkowo stwierdza się pojedyncze mutacje 
DNA, które zaobserwowano w obrębie genów krytycznych, w następnej fazie 
(promocji) dochodzi do rozwoju guza w wyniku proliferacji komórek zmuto-
wanych. Wreszcie w ostatnim, trzecim etapie, dochodzi do destrukcji struk-
tur macierzy komórkowych i wzrostu aktywności metaloproteinaz: MMP-2, 
MMP-9, MMP-14, a zwłaszcza MMP-8 [11, 23].

Inną grupą białek, wpływającą na angiogenezę i regulację stanu zapalnego, są 
cytokiny. Zaburzone w raku jamy ustnej regulacje wytwarzania i wpływ na roz-
rost zaobserwowano, badając polimorfizmy TNF-alfa, IL-beta, IL-6 i IL-8 [34].
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STANY PRZEDNOWOTWOROWE

W większości przypadków powstanie raka jamy ustnej poprzedzają zmiany 
przednowotworowe takie jak: leukoplakia, erytroplakia, włóknienie podślu-
zówkowe (oral submucosal fibrosis OSMF), liszaj płaski (oral submucolis), zapa-
lenie czerwieni wargowej (actinic chelitis), toczeń rumieniowaty (lupus ery-
thematosus), pośrodkowe romboidalne zapalenie języka (glossitis rhomboidea 
mediana) [13, 28, 35].

Leukoplakia – najczęściej spotykana zmiana w jamie ustnej, obserwowana 
przez lekarzy stomatologów i najbardziej przewlekła (ryc. 1) [14]. Jest definio-
wana przez Światową Organizację Zdrowia (WHO) jako „biała łata lub płytka, 
której nie można zeskrobać i na jej podstawie rozpoznać klinicznie oraz histo-
patologicznie jakiejkolwiek innej choroby” [24]. To nadmierne, łagodne rogo-
wacenie bardzo często przekształca się w zmianę nowotworową, zwłaszcza iż 
bardzo często zmianom towarzyszy uzyskiwana w wywiadzie cecha nadmier-
nego palenia tytoniu lub/i picia alkoholu [16].

Rycina 1. Leukoplakia kąta ust1

1  Wszystkie ryciny i tabele zostały opracowane przez autorkę.
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Rzadziej występującą zmianą, która predysponuje do przekształcenia się 
w zmianę nowotworową, jest erytroplakia (ryc. 2) [24]. Według WHO jest 
to jakakolwiek zmiana na błonie śluzowej jamy ustnej lub krtani, objawiająca 
się jako jaskrawoczerwona aksamitna otoczka, której nie można scharakteryzo-
wać klinicznie lub patologicznie jako jakąkolwiek inną chorobę [36]. Zmiana 
rozwija się zazwyczaj na dnie jamy ustnej (28%), w okolicy trójkąta zatrzonow-
cowego, na dziąsłach w żuchwie oraz na trzonie i bocznej powierzchni języka. 
Chociaż rogowacenie czerwone nie jest częste, to stopień jego zezłośliwienia 
jest największy.

Rycina 2. Erytroplakia policzka lewego

W 1978 roku zaliczony przez WHO do stanów przedrakowych został także 
liszaj płaski. Występuje on najczęściej u dorosłych kobiet. Nie stwierdzono w nim 
mutacji białka supresorowego p53 [37]. W jamie ustnej na błonie policzka na 
wysokości linii zgryzu widzimy białe lub biało-szare wykwity, często bardzo 
bolesne, które układają się w lekko wyniosłą siateczkę. Równie często obser-
wuje się zmiany zanikowe rogowaciejące, pęcherzowe, nadżerkowe i wrzodzie-
jące. Pacjent zgłasza uczucie pieczenia, palenia, obecności ciała obcego, mrowienia, 
wzmożonego napięcia, metalicznego posmaku, suchości błony śluzowej lub wzmo-
żonego wydzielania śliny [38].

Inną zmianą przednowotworową, którą można zaobserwować w jamie ust-
nej, jest romboidalne zapalenie środkowej części języka (glossitis rhomboidea 
mediana). Klinicznie zmiana ta umiejscowiona jest na grzbiecie tylnej części 
języka, tuż przed brodawkami okolonymi, blisko nasady języka. Zmiana pozba-
wiona jest brodawek językowych. Ma kształt romboidalny o żywoczerwonej 
barwie, powierzchni gładkiej lub z polipowatymi wyniosłościami, błyszcząca, 
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wyraźnie odgraniczona od sąsiadującej błony śluzowej. Wśród czynników 
etiopatogenetycznych obecnie uważa się zakażenie grzybicze, przewlekły stan 
zapalny, a także wadę rozwojową – przetrwanie nieparzystego guzka języka. 
Zmianę tę częściej opisywano u chorych leczonych immunosupresyjnie, cho-
rych na cukrzycę lub AIDS. Zapalenie to nie daje dolegliwości subiektywnych 
i jest oporne na leczenie [37].

Toczeń rumieniowaty LE (lupus erythematosus) to choroba skóry i błon 
śluzowych zaliczana do grupy kolagenoz. Toczeń rumieniowaty występuje 
w trzech postaciach: ogniskowej przewlekłej (lupus erythematosus – CDLE) 
dotyczącej tylko skóry, układowej (lupus erythematosus systemicus – SLE) zajmu-
jącej liczne narządy wewnętrzne oraz jako postać podostra skórna z objawami 
układowymi. W CDLE zmiany charakterystyczne w postaci motyla wystę-
pują symetrycznie na grzbiecie nosa. W jamie ustnej wykwity śródustne w LE 
obserwujemy na wardze (czerwone zmiany obwodowe z białym lub srebrnym 
brzegiem, pokrytym łuskami) lub na błonie śluzowej policzków, podniebienia, 
dziąsła (odosobniona biała blaszka) [43].

Włóknienie podśluzówkowe jamy ustnej (oral submucous fibrosis – OSMF) 
to przewlekła, postępująca choroba, w której w jamie ustnej dochodzi do 
zmiany elastyczności błony podśluzowej. Odczuwalne objawy to uczucie pale-
nia i ból, utrata smaku, obecność bladych pasm włóknistych oraz sztywność 
błony śluzowej jamy ustnej i gardła. Może dojść nawet do szczękościsku. Włók-
nienie podśluzówkowe występuje w Indiach i Azji Południowo-Wschodniej 
i wiąże się z żuciem orzechów areki. W 3–19% może dojść do rozwoju raka 
płaskonabłonkowego [17].

Zapalenie czerwieni wargowej (actinic cheilitis) występuje w obrębie wargi 
dolnej, gdzie obserwuje się suchość warg, zaczerwienienie, obrzęk, złuszcza-
nie naskórka, owrzodzenia i strupy. Występuje głównie u mężczyzn w starszym 
wieku [43].





Rozdział 3

PATOLOGIE NOWOTWOROWE – PODZIAŁ

Proces nowotworowy może rozwinąć się w każdej tkance ustroju oraz 
w każdym okresie życia człowieka i wykrywany jest on najczęściej dość przy-
padkowo. Charakterystykę komórek nowotworowych przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Charakterystyka komórek nowotworowych

Cechy nabywane podczas procesu powstawania nowotworu złośliwego

Nieograniczony potencjał proliferacyjny

Niereagowanie na czynniki przeciwwzrostowe

Samowystarczalność pod względem czynników wzrostu

Unikanie apoptozy

Zdolność do naciekania i dawania przerzutów

Podtrzymywanie angiogenezy

Unikanie wykrycia przez układ immunologiczny

Dodatkowe cechy komórek nowotworu złośliwego

Cecha Opis

Stres
metaboliczny

Prawidłowe komórki uzyskują energię głównie za pomocą mito-
chondrialnej fosforylacji oksydacyjnej. Komórki nowotworowe 
uzyskują energię w mniej efektywnym procesie glikolizy, pod-
czas którego powstaje kwas mlekowy. Powoduje to wzrost zapo-
trzebowania na glukozę w komórkach nowotworu. Ta zmiana 
w metabolizmie pozwala komórkom nowotworowym, rozwijać 
się w niesprzyjającym środowisku ubogim w tlen i zakwasza mi-
krośrodowisko guza, sprzyjając naciekaniu i upośledzeniu od-
powiedzi immunologicznej

Stres
proteotoksyczny

Stan ten wpływa na aktywację białek szoku cieplnego. Ich ak-
tywację wywołuje podniesienie temperatury, ale także inne 
czynniki uszkadzające, również te związane z nowotworzeniem, 
głównie z aneuploidią
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Cecha Opis

Stres mitotyczny Niestabilność genomu przejawia się m.in. w niestabilności chro-
mosomalnej i prowadzi do nieprawidłowej segregacji chromo-
somów podczas mitozy

Stres
oksydacyjny

Stan braku równowagi pomiędzy działaniem reaktywnych form 
tlenu (reactive oxigene species; ROS) a biologiczną zdolnością do 
detoksykacji lub naprawy powstałych zmian

Uszkodzenia DNA Niestabilność genomu prowadzi do kumulacji mutacji punk-
towych, delecji, rearanżacji chromosomalnych i aneuploidii. 
Uszkodzenie DNA prawidłowej komórki hamuje proliferacje 
i zapoczątkowuje apoptozę. Komórki nowotworu kontynuują 
proliferację w obecności uszkodzonego DNA

Określenie „rak jamy ustnej” obejmuje nowotwory złośliwe wywodzące 
się z nabłonka, które rozwijają się w tkankach jamy ustnej, z czego najwięk-
szy odsetek to rak płaskonabłonkowy. Aby rozpocząć leczenie, należy dokonać 
oceny stopnia zaawansowania procesu chorobowego [9, 39].

W odniesieniu do nowotworów złośliwych głowy i szyi stosuje się klasy- 
fikację zaawansowania klinicznego TNM (tumor-node-metastasis) i patomorfo-
logicznego (pTNM) rekomendowaną przez Union Internationale Cancer oraz 
American Joint Commitee on Cancer (UICC/AJCC) (2009) [14–16].

Klasyfikacja stopnia klinicznego zaawansowania raków narządów głowy 
i szyi – guz:

Tx – nie można ocenić guza pierwotnego;
To – brak klinicznych cech guza pierwotnego;
Ti – nowotwór przedinwazyjny – rak in situ;
T1 – guz nieprzekraczający 2 cm w największym wymiarze;
T2 – guz nieprzekraczający 4 cm w największym wymiarze;
T3 – guz przekraczający 4 cm w największym wymiarze;
T4 (warga) – guz przekracza korową warstwę kości, nacieka nerw zębodo-

łowy dolny, dno jamy ustnej lub skórę twarzy;
T4a (jama ustna) – guz nacieka struktury otaczające (poprzez korową 

warstwę – kości głębokie, zewnętrzne mięśnie języka: bródkowo-językowy, 
gnykowo-językowy, podniebienno-językowy oraz zatokę szczękową, skórę 
twarzy);

T4b – guz nacieka mięśnie żwacze, wyrostek skrzydłowy, podstawę czaszki 
i/lub tętnicę szyjną wewnętrzną.

Tabela 1 (cd.)
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Klasyfikacja oceny węzłów chłonnych szyi – cecha N (klasyfikacja stopnia 
klinicznego zaawansowania raków narządu głowy i szyi – UICC/AJCC TNM 
z 2009 r.).

Wspólna dla wszystkich lokalizacji:
Nx – regionalne węzły chłonne nie mogą być oceniane;
No – brak przerzutów do regionalnych węzłów chłonnych;
N1 – przerzut w pojedynczym węźle chłonnym po stronie guza, osiągający 

w największym wymiarze <3 cm;
N2 – przerzuty zaawansowane, w których węzły chłonne osiągają wymiary 

>3 cm.
Ocena przerzutów w odległych narządach – cecha M (klasyfikacja stopnia 

klinicznego zaawansowania raków narządu głowy i szyi – UICC/AJCC TNM 
z 2009 r.).

Wspólna dla wszystkich lokalizacji:
Mx – przerzuty odległe nie są ocenione;
Mo – przerzuty odległe nieobecne;
M1 – przerzuty odległe obecne.
Amerykańskie Kolegium Patologów (College of American Pathologists 

– CAP) zaleca ocenę nacieku raka poza głębokością, jego obecność w świetle 
naczyń chłonnych i limfatycznych oraz perineurium [40].





Rozdział 4

PRZEGLĄD NOWOTWORÓW JAMY USTNEJ

Rokowanie i długość przeżycia u pacjentów z rakiem jamy ustnej zależy od 
wielu czynników. Najważniejszy to stopień zaawansowania nowotworu [41]. 
Niewątpliwy wpływ na ostateczny wynik leczenia mają też: ogólny stan zdrowia, 
choroby współistniejące, odżywianie (spożywanie warzyw bogatych w beta-
-karoten i cytrusów) oraz sprawność układu immunologicznego [42, 43].

W jamie ustnej często można zaobserwować objawy, które mogą świadczyć 
o możliwości wystąpienia raka jamy ustnej [14, 22]. Są to niegojące się nadżerki, 
biała lub czerwona plama na dziąsłach, języku, migdałkach, która nie daje się 
zetrzeć. Czasem ból gardła lub uczucie ciała obcego w gardle. Trudności w żuciu 
i połykaniu albo trudności w poruszaniu żuchwą bądź językiem. Drętwienie 
języka lub innej okolicy jamy ustnej. Obrzęk tkanek miękkich jamy ustnej, 
szczęki lub żuchwy wynikający ze źle dopasowanego uzupełnienia protetycz-
nego. Rozchwianie zębów niewynikające z paradontozy, zmiana głosu, utrata 
masy ciała albo grudka wyczuwalna na policzku, ewentualnie na szyi [13, 17].

Około 90% raków jamy ustnej i szyi stanowią raki płaskonabłonkowe (car-
cinoma planoepitheliae), które wywodzą się z nierogowaciejącego nabłonka wie-
lowarstwowego płaskiego (ryc. 3) [5, 6, 44].

Rycina 3. Rak płaskonabłonkowy dziąsła części zębodołowej żuchwy
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W obrębie jamy ustnej, krtani i krtaniowej części gardła najczęściej wystę-
pują raki płaskonabłonkowe wysoko i średnio zróżnicowane (stopnie G1 i G2). 
Stopień zróżnicowania wpływa na przebieg chorób i podatność na leczenie. 
Raki o wysokim i średnim zróżnicowaniu mają względnie powolną progresję, 
a odnotowywane przerzuty są najczęściej do regionalnych węzłów chłonnych 
(ryc. 4). Przerzuty do odległych narządów stanowią 10–20% [5, 41].

Rycina 4. Przerzut raka płaskonabłonkowego dna jamy ustnej do węzłów chłonnych 
podżuchwowych z zajęciem przyległej skóry okolicy podżuchwowej

Tabela 2. Terminologia w ocenie patologii onkologicznej

Określenie Znaczenie

Anaplazja Odróżnicowanie

Atypia Nieprawidłowa budowa komórek. Termin ten często kojarzony jest 
z przemianą nowotworową komórek, powinien jednak być sprecyzo-
wany, czy chodzi o atypię nowotworową, np. w zmianach przedrako-
wych, czy atypię o charakterze, np. degeneracyjnym. Znaczenie ma 
kontekst, w jakim określenie atypia jest użyte

Chłoniak Nowotwór złośliwy wywodzący się z komórek chłonnych systemu 
immunologicznego. Nowotwory te tworzą lite guzy, zbudowane z ko-
mórek nowotworowych pochodzenia limfatycznego. Prezentują im-
munohistochemicznie reakcję barwną po zastosowaniu przeciwciał 
przeciw LCA (ang. lymphocyte common antygen). Dodatkowe przeciw-
ciała wraz z cechami morfologicznymi pozwalają określić specyficzne 
cechy komórek chłonnych i ustalić ich typ CD3 (komórki T), CD20  
(komórki B) i in.
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Czerniak Jest to nowotwór złośliwy, wywodzący się z melanocytów. Nowotwo-
ry te prezentują immunohistochemicznie reakcję barwną po zastoso-
waniu przeciwciał przeciw melanocytom (np. melan A, HMB45 i in.)

Desmoplazja Rozrost tkanki łącznej (zrębu) towarzyszący nowotworowi

Dysplazja Nieprawidłowe dojrzewanie komórek

Guz W polskiej medycynie termin guz używany jest zarówno dla określe-
nia guzów nowotworowych jak i o innej etiologii. W terminologii an-
gielskiej określenie guz (tumor) jest synonimem nowotworu

Hiperplazja Zwiększenie liczby komórek

Metaplazja Zmiana jednego typu komórek w inny

Mięsak  
(ang. sarcoma)

Nowotwór złośliwy wywodzący się z tkanki łącznej (z mezodermy) 
z tkanek: kostnej, chrzęstnej, tłuszczowej, naczyniowej, mięśniowej, 
nerwowej. Nowotwory te określane są również nowotworami tkanek 
miękkich. Prezentują immunohistochemicznie reakcję barwną po za-
stosowaniu przeciwciał przeciw wimentynie (vimentin). Różnicowa-
nie w tej grupie nowotworów może odbywać się na podstawie cech 
morfologicznych lub np. immunohistochemicznych:
SMA – przeciwciało przeciw mięśniom gładkim – leiomyosarcoma,
CD31 – przeciwciało przeciw komórkom naczyń – angiosarcoma,
NSE – przeciwciało przeciw komórkom nerwowym – neurosarcoma i in.

Neoplazja Nieprawidłowa proliferacja; nowotworzenie

Nowotwór 
potencjalnie złośliwy

Nienaciekający, jednak w części przypadków pozostawiony bez lecze-
nia może przekształcić się w nowotwór złośliwy

Nowotwór To nieprawidłowa masa tkankowa, będąca wynikiem neoplazji – nie-
prawidłowego i niekontrolowanego rozrostu komórek

Nowotwór łagodny Nieprawidłowemu i niekontrolowanemu rozrostowi komórek nie
towarzyszy naciekanie otaczających tkanek i możliwość przerzutowania

Nowotwór złośliwy Nieprawidłowemu i niekontrolowanemu rozrostowi komórek towa-
rzyszy naciekanie otaczających tkanek i możliwość przerzutowania

Rak W polskiej terminologii określenie rak oznacza nowotwór złośliwy, 
wywodzący się z nabłonka (nowotwór pochodzenia ektodermalne-
go). W terminologii angielskiej określenie rak (cancer) jest synoni-
mem każdego nowotworu złośliwego. Synonimem polskiego znacze-
nia raka jest w angielskim termin carcinoma. Nowotwory te prezen-
tują immunohistochemicznie reakcję barwną po zastosowaniu prze-
ciwciał przeciw cytokeratynom. W diagnostyce stosowane są rożne 
cytokeratyny, z których niektóre charakterystyczne są dla lokalizacji 
narządowej raka, np. CK AE1/3, CAM5.2, CK7 (pierś, płuco, jajnik), 
CK20 (skóra, przewód pokarmowy) i in.
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W okolicach migdałków i łuków podniebiennych oraz podniebienia mięk-
kiego i tylnej części gardła częściej występują raki płaskonabłonkowe nisko 
zróżnicowane (G3) oraz niezróżnicowane. Charakteryzuje je szybki wzrost 
miejscowy, wczesne przerzuty w węzłach chłonnych i częstsze przerzuty do 
odległych narządów [5, 43].

Rak płaskonabłonkowy jamy ustnej jest szóstym co do częstości występo-
wania nowotworem na świecie [7, 45]. Może rozwijać się w każdej części jamy 
ustnej. Najczęstszym i mającym najlepsze rokowania jest rak wargi. Wśród raków 
śródustnych, nowotwory najczęściej występują na: brzusznej powierzchni języka 
– 40%, dnie jamy ustnej – 30%, dolnej wardze, podniebieniu miękkim oraz dzią-
słach [24, 45, 29]. Jako główne przyczyny rozwoju nowotworu płaskonabłonko-
wego jamy ustnej podaje się skojarzone działanie kilku czynników.

Brak higieny jamy ustnej oraz choroby przyzębia jako długotrwały czynnik 
drażniący sprzyjają zakażeniom bakteryjnym, mikro urazom, owrzodzeniom, 
a w konsekwencji mogą prowadzić do rozwoju nowotworu jamy ustnej. U osób 
starszych, wraz z współistniejącymi schorzeniami, czynnik stomatologiczny 
(np. źle dopasowane protezy, odleżyny itp.) może predysponować do powsta-
nia np. raka trzonu języka [21].

Inne czynniki mogące doprowadzić do zmian nowotworowych w jamie ust-
nej, to nadużywanie alkoholu wraz z paleniem tytoniu, długotrwałe narażenie na 
promieniowanie UV, niedobory witamin A, B, C, zakażenie wirusem brodawczaka 
ludzkiego (human papilloma virus – HPV) HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-18, 
zakażenie wirusem Epsteina-Barr (Epstein-Barr-Virus). Również dieta, niedo-
bory witamin, np. ryboflawiny, żelaza oraz zmiany na podłożu kiły i tocznia 
mogą wpływać na rozwój nowotworu [10, 29].

Początkowy wzrost nowotworu ogranicza się do nabłonka i błony ślu-
zowej, powodując powstawanie powierzchownych ubytków i owrzodzeń lub 
ograniczonych zgrubień nabłonka.

Szczególną złośliwość i dynamikę rozwoju przedstawia rak języka i dna 
jamy ustnej oraz trójkąta zatrzonowcowego [5]. Raki jamy ustnej cechuje 
wysokie ryzyko wystąpienia przerzutów do regionalnych węzłów chłonnych, 
czemu sprzyja bogate unaczynienie chłonne. 

Rak płaskonabłonkowy we wczesnym stadium ma wygląd wypukłej, twardej, 
perłowej blaszki lub nieregularnego, chropowatego zgrubienia błony śluzowej. 
Z czasem zmiany ulegają owrzodzeniu, które początkowo nie dają dolegliwości 
bólowych [4, 14]. Jednak przewlekły charakter choroby doprowadza do powięk-
szania się zmian, tworzenia kraterów pokrytych na środku żółtoszarą martwiczą 
masą. Mogą tworzyć się również czerwone surowicze ogniska, których granice 
pozostają twarde, a z czasem mogą rosnąć w kształcie grzyba [15, 16].
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Najczęściej rak płaskonabłonkowy jamy ustnej rozprzestrzenia się miejscowo, 
zanim da przerzuty do węzłów chłonnych szyi, śródpiersia, płuc, a nawet wątroby.

Rak wargi (carcinoma labii – RW) powstaje na podłożu rogowacenia czer-
wieni wargi (vermilion border). Początkowo mamy do czynienia z tarczką lub 
niebolesną nadżerką. Z czasem zmiana przekształca się w łatwo krwawiącą ziar-
ninę, po czym zaczyna naciekać czerwień warg, przechodzi na błonę śluzową 
jamy ustnej, skórę policzka i brody. Rak wargi występuje najczęściej u męż-
czyzn powyżej 40. roku życia, palących tytoń i o zwiększonym narażeniu na 
promieniowanie słoneczne. Rokowanie jest w 80% pomyślne [16].

Rak języka (carcinoma linguae) występuje w przedniej ruchomej czę-
ści języka, na jego bocznym brzegu, końcu, grzbiecie oraz u młodszych osób 
u nasady języka. W jamie ustnej widzimy guzek, szczelinowate pęknięcie lub 
owrzodzenie, które z biegiem czasu może rozprzestrzeniać się do dna jamy ustnej 
lub ku tyłowi, przechodząc na łuk podniebienno-językowy. Ze względu na brak 
barier w języku transformacja nowotworu ze stadium przedinwazyjnego (carci-
noma in situ) do stadium inwazyjnego T2, T3 zachodzi bardzo szybko. Rak ten 
jest spotykany częściej u mężczyzn po 50. roku życia i stanowi 0,7% nowotworów 
[8]. Wczesnym objawem jest narastający ból, a następnie zaburzenia w połykaniu, 
wzmożone wydzielanie śliny oraz ograniczona ruchomość języka [14].

Rak dna jamy ustnej (carcinoma fundii oris) stanowi ok 30% raków jamy 
ustnej, często rozwijających się na podłożu leukoplakii (ryc. 5). Zmiana nowo-
tworowa to bardzo często twardy naciek w środkowej okolicy podjęzykowej.

Rycina 5. Rak płaskonabłonkowy rogowaciejący dna jamy ustnej
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W miarę rozrostu nowotworowego i nacieku mięśni języka następuje ogra-
niczenie ruchów języka. Rak często nacieka żuchwę, język i mięśnie dna jamy 
ustnej.

Rak wyrostka zębodołowego żuchwy diagnozowany jest na dziąśle wokół 
zębów, gdzie szerzy się wzdłuż szpary ozębnej, niszczy kość wyrostka zębodo-
łowego i powoduje rozchwianie jednego lub kilku zębów.

W przypadku bezzębia rak pojawia się na błonie śluzowej, jako owalny lub 
podłużny guz o szerokiej podstawie i powierzchni, która bardzo łatwo ulega 
krwawieniu. W dalszym etapie niszczy blaszkę zbitą i szybko rozrasta się w gąb-
czastej kości żuchwy [14, 24].

Rak błony śluzowej policzka (carcinoma mucosae buccae) rozwija się najczę-
ściej na podłożu rogowacenia białego w linii zgryzowej lub kątach ust, wolno 
nacieka okoliczne tkanki i może wnikać do przestrzeni przygardłowej. Gdy 
wystąpi ból i przykurcz żuchwy, rak ma już bardzo zaawansowaną postać [15].

Rak błony śluzowej podniebienia (carcinoma mucosae palati) występuje 
rzadko i może stwarzać trudności w rozpoznaniu punktu wyjścia. Zdaża się, 
że występuje na pograniczu podniebienia miękkiego i łuku podniebienno- 
-językowego, ale często jest to nowotwór zatoki szczękowej naciekający w kie-
runku jamy ustnej. Rak ten jest związany z kością i rozwija się wolno. U osób 
używających protez zębowych, guz ten powoduje ich nieprzyleganie [6].

Rak szczęki (carcinoma maxillae) stanowi 90% złośliwych guzów szczęki. 
W zależności od miejsca wyjścia nowotworu wyróżnia się raka dziąsła górnego, 
dolnego, zatoki szczękowej.

Rak dziąsła górnego (carcinoma gingivae superioris) to postać głębokiego 
owrzodzenia o nieregularnym kształcie i wałowatych brzegach, który w miarę 
naciekania doprowadza do rozchwiania zębów.

Rak zatoki szczękowej (carcinoma sinus maxillaris) to guz trudny do wykry-
cia z powodu jego rozwoju w „zamkniętej puszce kostnej”. Objawy kliniczne są 
późne i zależą od kierunku wzrostu guza. Wśród rzadziej występujących guzów 
zostały odnotowane m.in.: gruczolakorak (adenocarcinoma) i rak gruczołowo-
-torbielowaty (carcinoma adenoides cysticum cylindroma) [21].

Rak dziąsła dolnego (carcinoma gingivae inferioris) najczęściej pojawia się 
w okolicy zębów trzonowych, jako twarde nacieczenie błony śluzowej wyrostka 
zębodołowego. W pierwszym etapie obserwuje się mało bolesne zaczerwienie-
nia lub zblednięcia błony śluzowej. Często współistnieje z leukoplakią, przez co 
granice zmiany są trudne do określenia. Początkowe płaskie lub lekko uwypu-
klone zmiany błony śluzowej ulegają owrzodzeniu, co sugeruje, iż rak nacieka 
w głąb i niszczy kość. Powoduje rozchwianie zębów, a nawet ich utratę [16, 24].
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DIAGNOSTYKA NOWOTWORÓW JAMY USTNEJ

Podejrzeń co do choroby nowotworowej lekarz stomatolog nabiera w cza-
sie zbierania wywiadu i prowadzenia badania fizykalnego. Każda pojedyncza 
zmiana utrzymująca się powyżej 3 tygodni, powinna budzić podejrzenia. Poza 
jamą ustną należy sprawdzić węzły chłonne podbródkowe, podżuchwowe 
i szyjne. Wczesnym objawem może być ubytek błony śluzowej, owrzodzenie 
dające uczucie dyskomfortu i drażnienia. Późniejszymi objawami może być  
np. ograniczenie ruchomości języka, ślinotok, szczękościsk, chrypka, zaburzenie 
mowy, guz na szyi, fetor ex ore, odpluwanie krwistej wydzieliny oraz utrata masy 
ciała. Uszkodzenia nowotworowego nie można dokładnie przewidzieć jedynie 
na podstawie cech klinicznych. Ocena histologiczna jest niezbędna dla wszyst-
kich zmian. Wykonywana jest więc biopsja wycinkowa chirurgiczna ze zmiany 
pierwotnej i cienkoigłowa z węzłów chłonnych. Wyniki badań histologicznych 
niestety wskazują jedynie, że dane uszkodzenie może mieć potencjalne zmiany 
dysplazji. Tak więc obecność dysplazji wskazuje jedynie, że zmiany chorobowe 
jamy ustnej mogą mieć zwiększone ryzyko transformacji nowotworowej [17].

Tabela 3. Typy badań w patologii onkologicznej

Badanie Definicja

1 2

Biopsja Badanie mikroskopowe fragmentu tkanki pochodzącej ze zmiany

Biopsja cienkoigłowa Badanie cytologiczne (mikroskopowe) komórek pobranych ze 
zmiany w postaci rozmazu na szkiełku podstawowym

Biopsja gruboigłowa Badanie histologiczne wałeczka tkankowego pobranego ze zmiany

Biopsja chirurgiczna Badanie histologiczne fragmentu zmiany pobranego 
chirurgicznie

Badanie śródoperacyjne Badanie materiału tkankowego lub komórkowego podczas zabie-
gu chirurgicznego. Materiał tkankowy (bądź jego fragment) na-
desłany do zakładu patomorfologii jest mrożony, co pozwala na 
wykonanie skrawków histologicznych do oceny mikroskopowej. 
Pozwala to na ocenę mikroskopową bez konieczności utrwalania 
i przeprowadzania materiału tkankowego. Jakość takich prepara-
tów jest jednak z reguły gorsza, niż wykonywanych rutynowo
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1 2

Badanie pooperacyjne Materiał pooperacyjny w postaci usuniętego guza, guza z otaczają-
cą tkanką, narządem lub też z towarzyszącymi regionalnymi węzła-
mi chłonnymi badany jest histologicznie po uprzednim utrwaleniu 
(12–24 h), pobraniu wycinków i przeprowadzeniu w odpowiednich 
odczynnikach i zabarwieniu. Trwa to najczęściej w rutynowych wa-
runkach 3–5 dni. Ponadto w wybranych przypadkach wykonuje się 
badania dodatkowe (histochemiczne, immunohistochemiczne lub 
technikami biologii molekularnej). Wymaga to dodatkowych 1–3 dni

Badanie po 
wcześniejszym leczeniu 
(chemioterapii i/lub 
radioterapii)

Ocena histologiczna materiału z uwzględnieniem zmian, jakie 
spowodowało leczenie w obrębie utkania nowotworowego

Badanie autopsyjne 
(sekcyjne)

Badanie pośmiertne, na które składają się tak oględziny zewnętrz-
ne, jak i ocena makroskopowa zawartości jam ciała z pobraniem 
wycinków z narządów

Badania obrazowe np. pantomografia przy naciekaniu żuchwy/szczęki 
pokazują rozległość guza, zajęcie procesem nowotworowym tkanek miękkich, 
nerwów i części kostnych.

Przy zmienionych węzłach chłonnych szyi ważne są: ultrasonografia szyi, 
scyntygrafia kości. Najdokładniejszym i najbardziej jednoznacznym bada-
niem dla wyznaczenia zakresu i sposobu leczenia jest tomografia komputerowa 
w trzech modalnościach: CT – tomografia komputerowa z kontrastem, NMR 
– jądrowy rezonans magnetyczny, ewentualnie pozytronowa tomografia emi-
syjna – PET-CT [11, 16, 47, 48, 49].

CT – tomografia komputerowa pozwala ocenić wielkość guza, obszar 
naciekania tkanek miękkich i struktur kostnych.

NMR – magnetyczny rezonans jądrowy pozwala zobrazować tkanki mięk-
kie czy naciekanie okołonerwowe.

PET-CT – pozytronowa tomografia emisyjna pozwala ocenić nawroty 
choroby oraz przerzuty odległe [52].

Jeśli pacjent ma potwierdzoną diagnozę raka płaskonabłonkowego jamy 
ustnej, podejmowane jest leczenie adekwatne do stadium choroby. Najczęściej 
jest to leczenie chirurgiczne – usunięcie całych kilku poziomów, nawet gdy nie 
stwierdza się ich powiększenia.

Wydaje się, że rak jamy ustnej powinien być jednym z szybciej zdiagno-
zowanych nowotworów ze względu na stosunkowo łatwy dostęp w badaniu 
klinicznym. Jednakże jest to nadal jeden z najczęstszych raków, których nowo 
wykrywaną liczbę ocenia się na 500 000 przypadków w skali roku [22, 26].

Tabela 3 (cd.)
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MARKERY MOLEKULARNE STANÓW 
PRZEDNOWOTWOROWYCH  JAMY USTNEJ

W diagnostyce i leczeniu chorób nowotworowych, w tym nowotworów 
jamy ustnej, istotne znaczenie mają markery molekularne i biologiczne, pozwa-
lające wcześniej wykryć zmiany nowotworowe, zastosować terapię celowaną, 
pogłębić wiedzę na temat procesów zachodzących w komórkach prawidłowych 
i nowotworowych.

Gwałtowny rozwój technik biologii molekularnej, coraz czulsze testy immu-
nohistochemiczne pozwalają na możliwość wykorzystania ich w diagnostyce 
onkologicznej, przede wszystkim w celu rozpoznania wczesnych zmian przedra-
kowych nowotworów jamy ustnej. Poszukiwania nowych, czulszych, specyficz-
nych markerów stanów przednowotworowych w celu progresji nowotworów, 
pozwolą na ocenę stanu choroby w przypadku nowotworów oraz różnicowania 
możliwości stopnia ich zezłośliwienia. Pomimo intensywnych badań nie zna-
leziono do tej pory specyficznego markera serologicznego raka płaskonabłon-
kowego głowy i szyi. Markerami zaakceptowanymi, intensywnie badanymi są: 
receptor nabłonkowego czynnika wzrostu (EGFR) czy infekcja HPV [53].

W inicjacji i progresji rozwoju nowotworów płaskonabłonkowych podsta-
wowymi markerami są keratyny, których wzór ekspresji jest charakterystyczny 
dla typu nabłonka i stadium różnicowania poszczególnych warstw komórek. 
W trakcie rozwoju nowotworu zmienia się ekspresja genów kodujących poszcze-
gólne keratyny. W badaniach wykazano, że w obrębie nowotworów jamy ustnej 
zwiększonej ekspresji ulegają keratyny: K8, K18, K17 i K14 [54–61], natomiast 
obniżoną aktywność wykazują: K4, K5, K13 i K19 [54, 55, 58, 59, 62–64]. Z kolei 
keratyna K76 jest charakterystyczna dla warstw obejmujących komórki różnicu-
jące się, obniżenie ekspresji genu KRT76 może mieć związek z hiperproliferacją, 
prowadzącą do powstania zmian przednowotworowych. Nie wykazano zmniej-
szonej aktywności transkrypcyjnej genu KRT76 w przypadku zwiększonej proli-
feracji błony śluzowej, indukowanej zranieniem lub stanem zapalnym [57, 65, 66].

Jednym z genów bardzo intensywnie badanych pod kątem wykorzystania 
w diagnostyce nowotworowej jest gen TP53, jak również jego produkt białkowy 
p53. Białko to, jako produkt genu supresorowego, bierze udział w ochronie orga-
nizmu przed uszkodzeniami wywołanymi czynnikami mutagennymi, stymulu-
jąc procesy naprawy DNA lub kierując komórkę na drogę apoptozy. Dodatkowo 
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jest zaangażowane w regulujące proliferacje różnicowania starzenia się i śmierci 
komórki [54]. W różnych komórkach nowotworowych człowieka częstość 
mutacji w genie TP53 przekracza 50%, co przekłada się na ilość białka p63, p73, 
która nie przekracza 1% [67]. Wynikiem mutacji w komórce, poprzez kumu-
lację uszkodzeń DNA i zahamowanie kinaz cyklinozależnych, dochodzi do 
zatrzymania cyklu komórkowego na etapie fazy G, w czym bierze udział białko 
genu P21 (WIF1). Dodatkowo białko p53 indukuje procesy apoptozy, eliminu-
jąc nieprawidłowe komórki. Wzrost ekspresji białka p53 od zdrowego nabłonka 
poprzez zmiany łagodne, przedrakowe do raka płaskonabłonkowego może 
świadczyć o gromadzeniu się zmian genetycznych w procesie karcynogenezy 
w jamie ustnej. Narastające stężenie białka p53 w zmieniającej się histopatolo-
gicznie błonie śluzowej oraz zmianach przedrakowych, świadczy o podwyższo-
nym ryzyku przemiany w złośliwą. Palenie papierosów wpływa na wystąpienie 
mutacji w genie TP53 komórek nabłonka jamy ustnej. Palenie tytoniu i spoży-
wanie alkoholu mogą być czynnikami ryzyka, zwiększającymi częstość muta-
cji w genie TP53. Badania wykazały, że stopień ryzyka wystąpienia i rozwoju 
nowotworu płaskonabłonkowego zależy od ekspresji genu TP53, związanej 
z ekspresją genu cykliny D, EGFR – naskórkowego czynnika wzrostu, podczas 
gdy analiza ekspresji genu TP53 z białkiem Ets-1 i P-glikoproteiną może być 
wykorzystana w celu oceny stopnia zaawansowania raka płaskonabłonkowego. 
Do rodziny białek p53 zalicza się białka p63, p73. Znanych jest 10 polimorficz-
nych białek p63. Posiadają one dwie grupy różniące się N-końcem białka: jedna 
TAp63 zawiera domenę aktywującą transkrypcję TAD I, druga ΔNp63 nie 
posiada domeny TAD I [68]. Białko TAp63, które w komórce syntetyzowane 
jest w niewielkich stężeniach, ulega szybkiej degradacji, stymuluje apoptozę, 
hamuje cykl komórkowy. Myszy TAp63(–) częściej zapadały na nowotwory 
i występowały u nich liczne przerzuty [69, 70]. Białka ΔNp63 (uznawane są za 
onkogeny) hamują działanie genów TP53 i TAp63 przez tworzenie komplek-
sów z tymi białkami lub wiązanie się z receptorami p53, pobudzają proliferację 
i kancerogenezę [70]. Badania prowadzone przez Sinha i wsp., wykazały wzrost 
ekspresji p63 w przypadku dysplazji płaskonabłonkowego nowotworu jamy ust-
nej w porównaniu z prawidłową błoną śluzowej [71]. W niezmienionym choro-
bowo nabłonku p63 ulega ekspresji głównie w warstwie podstawnej. W obsza-
rze dysplazji zaobserwowano ekspresję p63 w warstwie podstawnej i warstwach 
wyższych nabłonka w przypadku nowotworu płaskonabłonkowego, ekspresję 
p63 obserwowano w warstwie brzegowej wysp nowotworowych [70]. Rola 
genów p63 i p73 w supresji nowotworów jest procesem złożonym. Utrata funk-
cjonalności genów p63 i p73 skutkuje nowotworzeniem [67, 71].

Cykliny i cyklinozależne kinazy (CDK) to białka regulujące cykl komór-
kowy. Są one aktywne w specyficznych fazach cyklu komórkowego i z kolei 
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aktywują cyklinozależne kinazy, umożliwiające komórce przejście pomiędzy 
fazami cyklu. Na skutek amplifikacji lub translokacji powstaje ich nadmierna 
ilość. Polimorfizm genetyczny cykliny D1 znacznie podnosi ryzyko rozwoju 
stanów przednowotworowych, najczęściej dotyczy to leukoplakii. W nowo-
tworach głowy i szyi zaobserwowano zwiększenie częstości występowania genu 
kodującego cyklinę D1 oraz inaktywację obydwu alleli p16 (INK4A), których 
produkt hamuje kompleks cyklina D1/CDK4 [72].

Innym białkiem zaangażowanym w kontrolę cyklu komórkowego jest 
białko p27Kip1 – inhibitor cyklino-zależnej kinazy – które hamuje przejście 
z fazy G1-S, wpływając na aktywność cykliny E. Wzrost aktywności biologicz-
nej kompleksu cykliny (E-CDK2) z kinazą, przy jednoczesnym zmniejszeniu 
stężenia białka p27Kip1, stwierdzono podczas rozwoju i progresji raka płasko-
nabłonkowego i śluzowonaskórkowego jamy ustnej.

Białko NF-kB jest głównym czynnikiem transkrypcyjnym, regulują-
cym ekspresję genów niezbędnych do proliferacji komórek, odgrywających 
rolę w reakcjach zapalnych i adhezji komórek [73]. W zwierzęcym modelu 
doświadczalnym u myszy z przeszczepionymi komórkami nowotworowymi 
U14, zaobserwowano wzrost stężenia markerów stanów zapalnych NF-kB oraz 
powolny wzrost w trakcie inokulacji ekspresji genu cyklooksygenazy-2 (COX-2) 
i indukowanej syntetazy tlenku azotu (iNOS – inducible nitric oxide synthase) na 
poziomie mRNA białka. Ekspresja genu COX-2 jest ściśle związana z procesem 
zapalnym jak i nowotworzeniem. W nowotworach głowy i szyi w 75%, a w 18% 
w nowotworach jamy ustnej obserwuje się wysoką ekspresję genu COX-2 na 
poziomie mRNA białka [69].

Receptory jądrowe RBb dla retinoidów (pochodne witaminy A), w tym 
receptor RAR-ß, kontrolują przejście komórki z fazy G1 w fazę S cyklu komór-
kowego. Hamują proces nowotworzenia w jamie ustnej, indukując apoptozę. 
Wraz ze stopniem zaawansowania choroby zmniejsza się ilość syntetyzowa-
nego białka oraz wzrasta hipermetylacja miejsc promotorowych dla RAR-ß, 
cytoglobiny CYGB, p16, MGMT, E-kadheryny, cykliny A1 [74, 75].

Odrębną grupę czynników stanowią infekcje wirusowe – w szczegól-
ności związane z wirusem brodawczaka ludzkiego (HPV – human papilloma 
virus) [76, 77]. Zakażenia wirusem HPV (human papilloma virus) są czynni-
kiem indukującym powstawanie zmian nowotworowych jamy ustnej oraz raka 
szyjki macicy i okolicy odbytu. Infekcje wirusem stwierdza się u ok. 20–30% 
przypadków raka jamy ustnej. Infekcji towarzyszy wzrost ilości białek wiruso-
wych E6 i E7, w ten sposób zmniejszając aktywność genu supresorowego p16 
(INK4A). Gopalakrishanan i wsp. wykazali korelację zakażenia wirusem HPV 
ze zmianami przedrakowym leukoplakii brodawkowej rozrostowej. Onko-
proteina E6 wirusa HPV 16 jest jednym z czynników odpowiedzialnych za 
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indukcję telomerazy, której aktywność stwierdzono w 75–80% raków płasko-
nabłonkowych jamy ustnej.

Jądrowe antygeny: AgNORs (srebrochłonne regiony organizujące jąderko), 
PCNA (jądrowy antygen komórek proliferujących) są wykorzystywane do oceny 
aktywności podziałowej komórek nowotworowych. W stanach przedrakowych 
czy nowotworach płaskonabłonkowych jamy ustnej analizowana jest ekspresja 
genów PCNA i Ki-67 na poziomie białka. Zwiększona ilość antygenów wiąże 
się ze wzrostem stopnia dysplazji nabłonkowej. Wysoka aktywność podziałowa 
w połączeniu z nadekspresją genu TP53 stanowią gorsze czynniki rokownicze, 
prognostyczne w badanych przypadkach zmian o charakterze leukoplakii [78].

Utrata heterozygotyczności występuje w różnym stopniu we wszystkich 
stanach przednowotworowych, szczególnie na chromosomie 9p21. Do oceny 
ryzyka zmian przedrakowych o typie leukoplakii największą wartość progno-
styczną wydaje się mieć utrata heterozygotyczności na ramionach krótkich chro-
mosomów 3, 9, 17, 21. W stanach przedrakowych jamy ustnej stwierdzono częstą 
inaktywację genu supresorowego p16 (INK4A), hamującego podział komórki 
przez blokowanie cyklinozależnych kinaz, zlokalizowanego w pozycji 21 krót-
kiego ramienia chromosomu 9 (9p21), również 17p13 lokalizacji genu TP53. 
W procesie nowotworzenia poza utratą materiału genetycznego może dojść do 
jego zwielokrotnienia. Badania wykazały obecność polisomii chromosomów 
7 i 17 u chorych na leukoplakię i erytroplakię. Wraz z coraz częstszym występo-
waniem polisomii wzrasta ryzyko zezłośliwienia procesu nowotworowego.

Kolejną grupę genów zaangażowanych w proces nowotworzenia stanowią 
czynniki wzrostu takie jak: płytkowy czynnik wzrostu PDGF, czynnik wzro-
stu naskórka EGF, transformujący czynnik wzrostu TGFß, czynnik wzrostu 
hepatocytów HGF (wykrywany w rozwoju raka płaskonabłonkowego jamy 
ustnej, wpływający na indukcję ekspresji czynnika transkrypcji E1AF i akty-
wację genów metaloproteinaz MMPs, odpowiedzialnych za naciekanie i prze-
rzuty raka), czynnik wzrostu fibroblastów FGF, insulinopodobny czynnik 
wzrostu IGF-polimorfizm, IGF-2 (u osób żujących tytoń predysponuje do wzro-
stu ryzyka rozwoju raka jamy ustnej) oraz cytokiny (interleukiny, interferon ß, 
czynnik martwicy guza TNF-α). Nadmierna aktywacja receptorów dla czynni-
ków wzrostu lub ich mutacje, jak np. mutacja punktowa genu Ret kodującego 
receptor CSF-1, która prowadzi do produkcji nieprawidłowego białka receptoro-
wego o stałej aktywności, może powodować nadmierny i nieograniczony wzrost 
i podział komórek oraz nowotworzenie.

Transformujący czynnik wzrostu ß wydzielany jest między innymi przez 
zaktywowane makrofagi w odpowiedzi na ich stymulację przez czynniki 
zewnętrzne. Jednym z czynników prowadzących do aktywacji makrofagów 
i wzmożonego wydzielania przez nie TGFß jest zakażenie wirusowe. Zgodnie 
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z hipotezą obecność wirusa HPV w nabłonku błony śluzowej uaktywnia makro-
fagi i powoduje produkcję TGFß, który oddziałując na receptor EGFR, powo-
duje niekontrolowany wzrost komórki. TNF-α i EGF to markery wczesnego 
wykrywania zezłośliwienia leukoplakii przez określenie stopnia dysplazji 
komórek nabłonka jamy ustnej.

Protoonkogeny stanowią grupę genów, które obok genów supresorowych 
odgrywają podstawową rolę w zainicjowaniu procesu transformacji nowotwo-
rowej. Mutacje w protoonkogenach prowadzą do nadekspresji onkobiałek. 
Protoonkogen GRO-1, zaliczany do rodziny chemokin (CXC), reguluje cykl 
komórkowy i jest autokrynnym czynnikiem wzrostu w czerniaku. Jego nade-
kspresja wykrywana jest w raku płaskonabłonkowym jamy ustnej. GRO-1 pro-
muje progresję raka przez wpływ na angiogenezę i przerzuty do węzłów chłon-
nych. Inny rodzaj onkogenu jest odpowiedzialny za ekspresję białka LRP 12 
z rodziny LDLR oraz pełni rolę w przetwarzaniu sygnału jądrowego. Zlokali-
zowany jest na chromosomie 8q22. Jego nadekspresja związana jest z wcze-
sną fazą rozwoju raka płaskonabłonkowego jamy ustnej. Białka z grupy Ras 
są innym rodzajem protoonkogenów, zaliczanych do protein wiążących GTP. 
Wskutek mutacji punktowej dochodzi do utraty wewnętrznej aktywności 
GTP-azy, następuje brak rozkładu GTP do GDP i białko pozostaje w formie 
aktywnej. Należy podkreślić, że mutacje Ras występują rzadko. RAB1A – nade-
kspresja jest obserwowana w zmianach przedrakowych szczególnie w leukopla-
kii i w raku płaskonabłonkowym języka.

TROP-2 – antygen powierzchni trofoblastów – został niedawno odkryty 
i uznany za niezależny biomarker, pomocny w określeniu stopnia rozwoju raka 
płaskonabłonkowego jamy ustnej. Zaobserwowano nadekspresję tego anty-
genu w karcinogenezie regionu jamy ustnej. Wykrywany metodami immuno-
histochemicznymi w 58% guzów jamy ustnej, rozpoznany jest jako rak płasko-
nabłonkowy.

Ogromną rolę w progresji nowotworów oraz tworzeniu przerzutów odgry-
wają metaloproteinazy macierzy zewnątrzkomórkowej (MMPs – matrix metal-
loproteinases) [79].

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

Etap indukcji i progresji nowotworu związany jest z coraz większą nie-
stabilnością genomu, interakcją z genami kodującymi mikroRNA (miRNA). 
Ekspresję wielu genów na poziomie posttranskrypcyjnej interakcji z mRNA 
regulują miRNA [69, 80]. Deregulacja ekspresji miRNA obserwowana jest na 
różnych etapach rozwoju nowotworu. Jedną z takich cząsteczek jest miR-21, 
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uważany za onkogen. Wzrost ekspresji miR-21 koreluje ze spadkiem ekspresji 
genu PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten), któ-
rego produkt białkowy jest inhibitorem szlaku 3-kinazy fosfatydyloinozytolu 
(PI3K – phosphatidylinositide 3-kinases). Cząsteczki miR-21 wiążąc się z mRNA 
genu PTEN, wpływają na wzrost, proliferację i hamowanie procesu apoptozy 
[81]. W przypadku pacjentów z nowotworami głowy i szyi obserwuje się 
wzrost ekspresji miR-7, miR-147b, miR-155, miR-130b, miR-233, miR-34b 
oraz spadek ekspresji miR-100, miR-99a, miR-125b, miR-375, miR-424, Let7a, 
miR-6836, miR-6873 i miR-7152 [69, 80].



Rozdział 7

WPŁYW PROFILOWANIA MOLEKULARNEGO 
NA UDOSKONALENIE STRATEGII LECZENIA 

RAKA  JAMY USTNEJ

Podczas gdy XX wiek charakteryzował się znacznymi postępami medycz-
nymi, szczególnie w zakresie diagnostyki czy obrazowania, medycyna mole-
kularna może być jednym z przełomów na początku XXI wieku. Poznanie 
sekwencji genomu człowieka, spadek kosztów sekwencjonowania czy też roz-
wój nowoczesnych technologii takich jak sekwencjonowanie nowej generacji 
oraz generowanie ogromnych ilości danych stworzyło nowe nadzieje i pozwo-
liło na powstanie nowatorskich metod terapeutycznych w dziedzinie onkologii 
molekularnej [82]. Kompleksowa charakterystyka molekularna wielu różnych 
rodzajów nowotworów zapewniła silne uzasadnienie dla „medycyny sperso-
nalizowanej”, która polega na personalizacji strategii leczenia ze względu na 
określone zmiany molekularne, wykryte w guzie danego pacjenta. Ponieważ 
HNSCC są niejednorodne na poziomie klinicznym i molekularnym, medy-
cyna precyzyjna jest szczególnie istotna w przypadku tej choroby. Pozytywnie 
ocenia się leki dla terapii spersonalizowanej, oparte na określonych zmianach 
w genomie (NCT01774409) [83, 84]. W ukierunkowanym sekwencjonowa-
niu DNA głównym 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 niż połowa pacjentów może czer-
pać korzyści głównie z tych molekularnych strategii leczenia, ponieważ ziden-
tyfikowanie zmian genomowych nie jest często celem u pacjentów ze stanami 
zaawansowanymi czy też opornymi na leczenie.

Jednym z podejść terapeutycznych może być immunoterapia, której sto-
sowanie zapewnia niespotykane postępy w leczeniu HNSCC [85]. Również 
radioterapia odgrywa ważną rolę w leczeniu HNSCC i przynosi korzyści dla 
około 75% pacjentów [86]. Jednak złożona anatomia górnego odcinka prze-
wodu pokarmowego utrudnia bezpieczne dostarczenie skutecznej dawki 
promieni do guza. Chociaż różny molekularny mechanizm lub biomarkery 
zostały powiązane z wrażliwością na promieniowanie/ opornością na promie-
niowanie w HNSCC [87], medycyna precyzyjna w radiologii onkologicznej 
została słabo zbadana. HPV-dodatnia część ustna guzów gardła jest związana 
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z wyższą wrażliwością na promieniowanie ze względu na nadekspresję p16, 
która zmniejsza zdolność naprawy DNA poprzez hamowanie rekrutacji 
RAD51 do miejsca uszkodzenia DNA [88]. W oparciu o to racjonalne pro-
tokoły leczenia deeskalacyjnego są oceniane w badaniach klinicznych w miej-
scu występowania guza, aby zmniejszyć zachorowalność i zwiększyć skutecz-
ność leczenia [89–91]. Co ciekawe, wykazano znaczenie modelu opartego 
na zmianach w genomie w dostosowywaniu dawki radioterapii (GARD), na 
wrażliwość na promieniowanie guza. GARD pochodzi z indeksu czułości  
na promieniowanie związanego z ekspresją genów, jako wskaźnik zapropono-
wany wcześniej w HNSCC [92]. Wysokość wartości GARD przewidywała 
wysoki efekt terapeutyczny radioterapii w dużej grupie pacjentów cierpiących 
na różne rodzaje raka. Wykazano, iż mediana GARD była wyższa u pacjentów 
z SCC jamy ustnej i gardła w porównaniu do HNSCC bez części ustnej gar-
dła. Zatem GARD może służyć jako podstawa medycyny spersonalizowanej 
w radioterapii HNSCC.



Rozdział 8

STRATEGIE CHIRURGICZNE

Ponieważ jama ustna jest złożonym anatomicznie miejscem krytycznym 
dla mowy, połykania i wyglądu, operacja raka jamy ustnej wiąże się z dwoma 
głównymi wyzwaniami, sprowadzającymi się do: wykonania pełnej resekcji 
guza (R0), w tym pierwotnego miejsca guza i regionalnych węzłów chłonnych 
w celu wyleczenia pacjenta; wykonania funkcjonalnej i estetycznej rekonstruk-
cji w celu poprawy jakości życia pacjenta.

Bardzo ważne podczas leczenia nowotworu są marginesy wokół tkanki 
zmienionej nowotworowo. Marginesy dodatnie są rozpoznawane jako silny zły 
czynnik prognostyczny w OSCC [93-96]. Śródoperacyjne pobieranie próbek 
marginesowych opiera się przede wszystkim na wzrokowej i dotykowej ocenie 
chirurga. Aby kontrolować margines bez niepotrzebnego wycinania prawidło-
wej tkanki, 0,7 cm opisano jako idealną odległość w jamie ustnej w przypadku 
raka płaskonabłonkowego [93].

Histopatologia jest złotym standardem w ocenie marginesów, jednak pod-
czas operacji patologiczna ocena stanu marginesów może być trudna z powodu 
kurczenia się tkanki, niedokładnego pobierania próbek i niewłaściwej orienta-
cji [95]. Ponadto korelacja orientacji/lokalizacji pomiędzy guzem i podście-
liskiem guza często ulega zniekształceniu po jego wycięciu [97]. Co ciekawe, 
zastosowanie biomarkerów p53 i ekspresja immunohistochemiczna eIF4E 
[98], proponowane są dla określenia histopatologicznego ujemnego margi-
nesu, w celu określenia nawrotu choroby.

Ostatnio opisano kilka technologii śródoperacyjnej wizualizacji guza [99]. 
Optyczne obrazowanie fluorescencyjne, oparte na wariacji fluorescencji między 
tkanką prawidłową a nowotworową, wymaga środka fluoroforowego, który jest 
autogenny (autofluorescencja) lub egzogenny (docelowa sonda fluorescencyjna). 
W porównaniu do nieukierunkowanych sond fluorescencyjnych (np.  zieleń 
indocyjaninowa), ukierunkowane sondy fluorescencyjne (odpowiadające okre-
ślonym cząsteczkom) mogą być bardziej specyficzne dla tkanki nowotworowej 
i poprawiać precyzję operacji. Specyficzne sondy fluorescencyjne są wybierane 
zgodnie z „Kryteriami wyboru kryteriów” (TASC). Prezentują miejsca zmian, 
w tym procent docelowej nadekspresji, a także stosunek komórek nowotworo-
wych do komórek prawidłowych [99]. Kompleksowe profilowanie molekularne 
OSCC może pomóc w identyfikacji najlepszych kandydatów do obrazowania 
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fluorescencyjnego z ukierunkowaną sondą przy użyciu bliskiej podczerwieni. 
Wykazano znaczenie receptora uwalniającego peptyd gastryny (GRPR) i jego 
wiązania z peptydem TM1-IR680, do chirurgicznego przewidywania margine-
sów w mysim ortotopowym modelu raka jamy ustnej [100]. Alternatywnym 
podejściem do udoskonalania strategii wycinania marginesów może być prze-
widywanie przedoperacyjne prawdopodobieństwa dodatnich marginesów, tak 
jak ma to miejsce w przypadku raka piersi [101]. Molekularna przedoperacyjna 
ocena prawdopodobieństwa dodatniego marginesu zgodnego z biologią guza 
może zatem udoskonalić strategie chirurgiczne, szczególnie klasyczny 1 cm margi- 
nes. W badaniu wykorzystuje się również wygląd węzłów chłonnych. Rozwar-
stwienie węzłów chłonnych szyjnych jest uznanym sposobem leczenia klinicznego 
z węzłowopozytywnym OSCC (cN+). We wczesnym etapie (cT1–T2) i cN0 
OSCC należy wykonać planowe wycięcie węzłów szyjnych, gdy prawdopodobień-
stwo utajonej choroby węzłowej jest większe niż 20% [102]. Zbadano, że częstość 
występowania utajonego przerzutu do szyjki macicy wyniosła 9,8% w przypadku 
twardego podniebienia podskórnego i zębodołu szczękowego SCC [103]. Pod-
policzkowe OSCC wiązało się z częstością 1,8% i 10,6% odpowiednio dla guzów 
cT1 i cT2. Na podstawie tych wyników zaproponowano strategię „czujnego ocze-
kiwania” dla wczesnych etapów SCC twardego podniebienia i zębodołu szczęko-
wego. Zaproponowano, aby sygnatura ekspresji genu powodującego występowa-
nie nowotworu, była powiązana z przerzutami do węzłów chłonnych w HNSCC 
[104], a następnie zwalidowana w OSCC do prognozowania dodatniego węzła 
chłonnego [105]. Zatem przedoperacyjna molekularna ocena prawdopodobień-
stwa wystąpienia choroby utajonej może udoskonalić strategie chirurgiczne na 
wczesnym etapie OSCC z twardego podniebienia i zębodołu.

Nowe technologie mogą wypełnić lukę między badaniami podstawowymi 
a praktyką kliniczną.

Są one bardzo istotne z punktu widzenia skutecznego leczenia w radiotera-
pii, terapiach celowanych oraz strategiach chirurgicznych. Aby dokonać szyb-
kiej i właściwej oceny materiału pacjenta w technologiach na poziomie moleku-
larnym, opracowano umieszczanie próbek pacjenta osadzonych w formalinie 
z zatopioną parafiną (FFPE). Umożliwia to ukierunkowane sekwencjonowa-
nie DNA/RNA. Zabiegi te mogą pomóc wypełnić lukę między podstawowymi 
badaniami a praktyką kliniczną [106].

Karcynogeneza jamy ustnej rozpatrywana na poziomie molekularnym 
może pozwolić na rozwój nowych technologii profilowania molekularnego, 
dostępnych w rutynowej praktyce klinicznej i udoskonalenie strategii leczenia 
u pacjentów cierpiących na nowotwory jamy ustnej. Tak więc medycyna sper-
sonalizowana i chirurgia mogą zmniejszyć znaczną zachorowalność i śmiertel-
ność związaną z rakiem jamy ustnej.
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WPŁYW MIKROBIOMU JAMY USTNEJ  
NA ROZWÓJ ZMIAN NOWOTWOROWYCH

W ludzkim organizmie identyfikuje się trzy grupy drobnoustrojów nale-
żących do archeonów, eubakterii, eukariota. Zasiedlające organizm czło-
wieka mikroorganizmy są niezbędne do jego prawidłowego funkcjonowania, 
między innymi utrzymania statusu odpornościowego [107, 108]. Są to sym-
bionty, komensale bytujące w przewodzie pokarmowym, jak również w jamie 
ustnej, układzie oddechowym, moczowo-płciowym, a przede wszystkim skó-
rze, z drugiej strony są drobnoustrojami wywołującymi zapalenia, różne stany 
patologiczne z chorobami zakaźnymi na czele [109, 110]. Największe siedli-
sko drobnoustrojów stanowi skóra. Innym bardzo dobrym do kolonizacji miej-
scem w organizmie człowieka, podlegającym dynamicznym zmianom, jest 
jama ustna, poprzez kontakt bezpośredni z pożywieniem i powietrzem. Część 
z drobnoustrojów bierze udział bezpośrednio lub pośrednio w metabolizmie 
produktów odżywczych. Zarówno skład jakościowy, jak i ilościowy drobno-
ustrojów zmienia się w trakcie życia człowieka. Od pierwszych pojawiających 
się drobnoustrojów w okresie niemowlęcym: Streptococcus salivarius, Strep-
-tococcus mitis, Streptococcus oralis, po te pojawiające się w wieku dorosłym: 
Streptococcus, Veillonella, Fusobacterium, Porphyromonas, Prevotella, Treponema, 
Neisseria, Haemophilus, Eubacteria, Lactobacterium, Capnocytophaga, Eikenella, 
Leptotrichia, Peptostreptococcus i Propionibacterium [111–114].

Mikrobiom jamy ustnej, na który składa się ponad 700 drobnoustro-
jów jest bardzo zróżnicowany. Na jego skład jakościowy i ilościowy ma 
wpływ dieta, temperatura, potencjał oksydacyjno-redukcyjny, pH, zasolenie, 
codzienna higiena związana z płukaniem jamy ustnej, szczotkowaniem zębów 
czy lokalizacja geograficzna [109, 110]. Badania składu bakterii śliny osób 
pochodzących z różnych stref geograficznych, pozwoliło na odkrycie około 
40 nowych, nieopisanych dotąd bakterii, spośród 100 rodzajów kolonizują-
cych tę część przewodu pokarmowego takich jak: Veilonella, Neisseria, Heamo-
philus, Rothia, Porphyromonas, Fusobacterium, Scardovia, Prevotella, Strepto-
coccus, Alloscardovia, Parascardovi [115, 116]. Innym miejscem jamy ustnej, 
gdzie osiedlają się drobnoustroje, jest język, na którym stwierdzono bakterie 
z rodzajów: Streptococcus, Neisseria, Prevotella, Fusobacterium, Heamophilus, 
a u chorych przede wszystkim bakterie z rodzajów Streptococcus, Prevotella, 
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Leptotrichia, Actinomyces, Veilonella [117]. Z kolei w płytce bakteryjnej pod-
dziąsłowej w warunkach prawidłowych występują: Campylobacter spp., Acti-
nobacillus spp., Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium należące do bakterii 
gram-ujemnych, natomiast w płytce bakteryjnej naddziąsłowej: Lactobacillus 
spp., S. motis, S. mutants, S.  salivarus, z gram-dodatnich [118, 119]. Analiza 
składu mikrobiomu w jamie ustnej osób zdrowych oprócz bakterii wykazała 
obecność bakteriofagów i grzybów 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 doskonałe środowisko dla rozwoju 
mikrobiomu. Temperatura 37°C i pH 6,5–7,5 stwarzają stabilne, idealne śro-
dowisko do rozwoju drobnoustrojów. Bakterie tlenowe i beztlenowe razem 
tworzą biofilmy w jamie ustnej, które zapobiegają zmianom w ich środowi-
sku. Zmiany warunków środowiska jamy ustnej zwiększają potencjał bakterii 
chorobotwórczych do wywoływania chorób w tej części przewodu pokarmo-
wego, w tym zmian nowotworowych.

W ostatniej dekadzie ukazuje się coraz więcej doniesień naukowych 
z zakresu onkologii, wskazujących na zależność przyczynowo-skutkową 
występowania określonych gatunków/rodzajów drobnoustrojów w jamie 
ustnej, z rozwijającym się przewlekłym stanem zapalnym, a powstawaniem 
i rozwojem nowotworów złośliwych głowy i szyi. Od dawna znany jest sze-
reg bakterii takich jak: Helicobacter pylori, biorących udział w powstawaniu 
nowotworu żołądka, Salmonella typhi – raka pęcherzyka moczowego, Strepto-
coccus bovis – raka okrężnicy. Szereg badań naukowych wskazuje na podwyż-
szone ryzyko powstawania i rozwoju raka jamy ustnej u pacjentów z choro-
bami przyzębia. W badaniu Moraes i wsp. [122] analizowano związek między 
stopniem nasilenia stanu zapalnego przyzębia a wystąpieniem nowotworów 
jamy ustnej i gardła. Badania przeprowadzone na 35 pacjentach z nowotwo-
rem jamy ustnej, wykazały u 85% ciężkie przewlekłe zapalenie przyzębia 
[122]. Przewlekły stan zapalny w tkankach przyzębia czy ostry w błonie ślu-
zowej jamy ustnej powodowany między innymi przez P. gingivalis i F. nucle-
atum, wpływa na powstawanie zmian przednowotworowych – leukoplakii, 
prowadzących do rozwoju nowotworu [122–125] poprzez aktywację cyto-
kin prozapalnych (IL8), aktywację dróg sygnałowych stymulujących procesy 
podziałowe, migrację komórek, inwazję komórkową, hamowanie apoptozy 
[126, 127]. Określone rodzaje drobnoustrojów wydzielając toksyny zabu-
rzające cykl komórkowy, początkowo stymulują powstawanie przewlekłych 
stanów zapalnych. Dochodzi do zmian w ekspresji genów kodujących białka 
pRb, Bcl-2, prowadząc do zahamowania zaprogramowanej śmierci komórki 
(apoptozy). Z drugiej strony bakterie poprzez aktywację cykliny D1 kinaz 
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białkowych (MAPK) aktywują replikację DNA, a w konsekwencji podział 
komórek, jednocześnie przekształcając alkohol etylowy w aldehyd octowy, 
prowadzą do powstawania uszkodzeń w DNA, upośledzając ich naprawę 
[127–130].

Ogromny postęp w badaniach metagenomicznych, opartych między 
innymi na sekwencjonowaniu NGS (new generation sequencing), pozwala na 
identyfikację drobnoustrojów związanych z inicjacją i rozwojem procesu 
nowotworowego. Analizy metagenomiczne prowadzące do ustalenia zmian 
ilościowych i jakościowych drobnoustrojów jamy ustnej w procesie nowo-
tworowym, pozwalają na identyfikację gatunków bakterii, grzybów odpowie-
dzialnych za powstawanie i rozwój zmian prowadzących do rozwoju raka. Tego 
rodzaju badania, identyfikując określone drobnoustroje, pozwolą na opraco-
wanie narzędzi diagnostycznych, określających ryzyko rozwoju raka jamy ust-
nej, jak również precyzyjnej, personalizowanej strategii leczenia tego rodzaju 
nowotworów.

Analiza porównawcza mikrobiomu jamy ustnej pacjentów ze zmianami 
nowotworowymi z osobami nie wykazującymi takich zmian, pozwoliła na iden-
tyfikację drobnoustrojów: Porphyromonas gingivalis i Fusobacterium nucleatum 
– odpowiedzialnych za inwazję komórkową w płaskonabłonkowym nowo-
tworze jamy ustnej (ryc. 6). Porphyromonas gingivalis jest bakterią kojarzoną 
przede wszystkim z zaawansowanymi przypadkami przewlekłego zapalenia 
przyzębia [131–133]. Jest gram-ujemną, niefermentującą pałeczką, która indu-
kuje nadekspresję receptorów B7-H1 i B7-DC w komórkach nabłonka jamy 
ustnej. Odpowiada za powstawanie i progresję przewlekłego stanu zapalnego 
poprzez zwiększoną produkcję cytokin IL-1, IL-6, IL-8 i TNF-α, zapobiegając 
wydzielaniu IL-1b i IFN-γ z komórek T CD8þ [134]. Porphyromonas gingivalis 
jest jednym z najbardziej wirulentnych i patogennych drobnoustrojów. Wytwa-
rza niskocząsteczkowe substancje toksyczne takie jak kwas masłowy, amoniak 
oraz enzymy proteolityczne, które najprawdopodobniej niszczą bezpośrednio 
tkanki przyzębia. Bakterie Porphyromonas gingivalis występują przede wszyst-
kim w płytce poddziąsłowej u osób z ciężkimi przypadkami przewlekłego zapa-
lenia przyzębia [135–138].

Obecność i miano tych bakterii są skorelowane ze stopniem zaawanso-
wania procesów destrukcyjnych przyzębia. Czynnikami wirulentnymi tych 
bakterii są rzęski, za pomocą których, dzięki zdolności przyczepiania się 
do komórek nabłonka, biorą znaczący udział w mechanizmach niszczących 
struktury przyzębia. Są odpowiedzialne za aktywację metaloproteinaz macie-
rzy zewnątrzkomórkowej w tym MMP-1, -9, -10. Bakterie Porphyromonas 
gingivalis zakażając komórki, wywołują nadekspresję metaloproteinazy pro-
macierzowej-9 (pro-MMP-9) poprzez pobudzenie ścieżki sygnalizacyjnej 
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ERK1/2-ETS1, p38/HSP27 i PAR/NF-κB. Proteinazy cysteinowe bakterii 
P. gingivalis przekształcają nieaktywną formę metaloproteinazy proenzymu 
pro-MMP-9 w MMP-9, promując w ten sposób inwazję, migrację i przerzut 
komórek płaskonabłonkowego nowotworu jamy ustnej. Zwiększając ekspre-
sję na poziomie białka MMP-1 i MMP-10, odpowiadają za przemieszczanie 
się cząsteczek od nabłonka epitelialnego do mezenchymalnego. Wpływają 
na podziały komórek, aktywując fosforylację zależnej od cykliny kinazy 
i zmniejszając ekspresję białka supresorowego TP53, przyspieszając progre-
sję fazy S cyklu [134]. W komórkach nabłonka policzka indukują prolifera-
cję komórek, aktywując białko β-kateniny i zależną od gingipainy proteolizę 
białek. Z drugiej strony wpływają na proces apoptozy w komórkach epitelial-
nych dziąseł GEC, hamując chemicznie indukowany wewnętrzny mitochon-
drialny szlak programowanej śmierci poprzez receptor purynergiczny P2X7. 
Aktywując kinazę JAK1, wpływają na szlak sygnalizacyjny PI3K/Akt/Stat 3 
[139]. Bakterie Porphyromonas gingivalis dodatkowo indukując nadekspresję 
cząsteczek miR-203, które są zaangażowane w wyciszanie szlaku sygnalizacji 
cytokin 3, dodatkowo hamują apoptozę [139]. Lipopolisacharyd ściany bak-
terii Porphyromonas gingivalis zawierający fosforylowany 2-keto-3-deoksyokto-
nian, hamuje wewnętrzny mitochondrialny szlak apoptozy komórek nabłon-
kowych, poprzez blokowanie uwalniania cytochromu c z mitochondriów  
[139–142]. Bakterie Fusobacterium nucleatum z kolei aktywują proliferację, 
inwazję i migrację komórek nabłonka jamy ustnej poprzez aktywację 12 kinaz. 
Pobudzając między innymi aktywowaną mitogenem kinazę białkową p38, 
kinazy: Etk/BMX, S6 kinazę p70 i RhoA, indukują nadprodukcję metalo-
proteinazy MMP-13 (kolagenaza 3) [143, 144]. Białko adhezyjne FadA 
z Fusobacterium nucleatum wiąże się z kadheryną E i aktywuje β-kateninę. 
Powstawanie i magazynowanie nukleocytoplazmatycznej β-kateniny regu-
luje komórki proliferacyjne i odpowiedź zapalną w onkogenezie, zwiększa 
agresywność i/lub potencjał przerzutowy komórek nowotworowych. Fuso-
bacterium nucleatum synergistycznie z innymi bakteriami, grzybami, wiru-
sami mogą wywoływać prozapalne mikrośrodowisko, poprzez rekrutację 
naciekających guza komórek odpornościowych sprzyjających powstawaniu 
nowotworów (ryc. 6 b).
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Rycina 6. Schemat działania bakterii Porphyromonas gingivalis: (a) Fusobacterium nucleatum; 
(b) na rozwój komórek nowotworowych jamy ustnej

a) 

b) 
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CEL PRACY

Celem niniejszej pracy jest analiza ekspresji genów zaangażowanych w pro-
ces karcynogenezy nowotworów jamy ustnej, czynników epigenetycznych, 
które mogą wpływać na ilość powstającego mRNA białka.

Cele szczegółowe:
•	 Ocena stopnia metylacji 16 genów pełniących rolę w organizmie człowie-

ka, w tym genów supresorowych i protoonkogenów, z wykorzystaniem 
zestawu ME001 (MRC-Holland, Holandia), u pacjentów z płaskonabłon-
kowym nowotworem jamy ustnej i leukoplakią. Analiza dotyczy tkanki 
nowotworowej w porównaniu z tkanką nieobjętą zmianą nowotworową 
tego samego pacjenta, a także tkanką pacjenta z leukoplakią. Wybór genów 
wykazujących zmieniony stopnień metylacji w porównaniu z tkanką pra-
widłową. Analiza ekspresji wybranych genów na poziomie transkrypcji, 
translacji.

•	 Ocena korelacji ekspresji wybranych genów na poziomie mRNA białka, 
a ich stopniem metylacji w rejonach promotorowych.

•	 Ocena korelacji występowania określonych wariantów polimorficznych 
sekwencji pojedynczego nukleotydu (SNP) z ekspresją wybranych genów 
na poziomie mRNA białka.

•	 Analiza ekspresji panelu miRNA w tkance zmienionej nowotworowo 
i odpowiadającej jej tkance prawidłowej pacjentów z nowotworami jamy 
ustnej. Wybór cząsteczek miRNA potencjalnie związanych z procesem 
nowotworowym jamy ustnej.

•	 Analiza bioinformatyczna wybranych miRNA pod kątem zdolności do 
potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genów, zaangażowanych w pro-
ces nowotworowy jamy ustnej na poziomie translacji.
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MATERIAŁY I METODY

Materiały

Materiał do badań stanowiły bloczki parafinowe, pochodzące od pacjen-
tów z nowotworami jamy ustnej leczonych w Klinice Chirurgii Szczękowo-
-Twarzowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im. Wojskowej Akade-
mii Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi. Grupę badaną stanowiło 
120  pacjentów ze zdiagnozowanym rakiem płaskonabłonkowym jamy ustnej 
oraz 20 z leukoplakią. Kontrolą do zmiany nowotworowej był pobrany od tego 
samego pacjenta fragment tkanki nieobjętej procesem nowotworowym, odda-
lony około 1–3 cm od towarzyszącej mu zmiany.

Grupę badaną stanowili pacjenci zróżnicowani pod kątem płci, wieku, 
rodzaju zmiany nowotworowej, jej wielkości, charakteru, stopnia zaawansowa-
nia klinicznego (tab. 4).

Tabela 4. Zróżnicowanie pacjentów pod względem analizowanych cech

Analizowana cecha Liczba pacjentów

Płeć Kobieta 51

Mężczyzna 69

Klasyfikacja TNM Ta 21

T1 61

T2 38

Klasyfikacja histologiczna 
zróżnicowanie

G1 37

G2 83

Wielkość zmiany <3 cm 48

≥3 cm 72

Charakter zmiany Pierwotna 120

Wiek pacjentów wynosił średnio 62 lata (46–76). Dane pacjentów doty-
czące ich wieku i płci, rozpoznania, lokalizacji guzów, stopnia zróżnicowania 
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tkanki nowotworowej oraz stopnia zaawansowania choroby, pochodzą z ana-
lizy danych patomorfologicznych i klinicznych. Wyizolowany materiał gene-
tyczny (DNA, RNA) był przechowywany do momentu badań w −800°C.

Na przeprowadzenie badań uzyskano zgodę Komisji Bioetycznej Uniwer-
sytetu Medycznego w Łodzi nr RNN/317/13/KE 17 grudnia 2013 r.

Kolejną część badań w ramach pracy habilitacyjnej wykonano na zaku-
pionej linii komórkowej ludzkich komórek raka płaskonabłonkowego języka 
linii SCC-25 (CRL-1628, ATCC). Prace doświadczalne z linią komórkową 
oraz analizy molekularne zostały przeprowadzone w Zakładzie Biochemii 
Medycznej Uniwersytetu Medycznego w Łodzi za zgodą i pod opieką pana 
prof. dr. hab. Janusza Szemraja. W pracy przeprowadzano również hodowlę 
bakterii szczepu JM 109 Escherichia coli, zakupionego w firmie Promega (Pro-
mega Corporation MD, USA). Bakterie JM 109 transformowano rekombi-
nowanymi plazmidami (celem ich namnożenia i izolacji), które w dalszym 
etapie badań wykorzystywano do transfekcji komórek linii SCC-25.

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

Metody

Izolacja DNA z bloczków parafinowych
W celu pozbycia się parafiny z utrwalonego materiału genetycznego prze-

prowadzono 4–5 płukań próbek w ksylenie (4–8 krotnie), a następnie w alko-
holu etylowym (99,8%, 3–4 krotnie). Niewielki fragment tkanki (~10–30 mg 
po deparafinizacji) dodano do probówki, która zawierała 0,5 ml buforu lizują-
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), następnie inkubowano przez 15 min w 55°C. W dalszej kolejno-
ści do probówki dodano 10 µl RNazy (20mg/ml) i inkubowano przez 1 godz. 
w 55°C, następnie 10 µl proteinazy K (20mg/ml) przeprowadzając odbiałcze-
nie 1 godz. w 55°C. Po inkubacji dodano 0,5 ml mieszaniny fenol: chloroform  
(1 : 1), wirując 3 min, 13 000 g. Z DNA w fazie wodnej (górna) wytącono 100 µl 
10 M octanu amonu, 1 ml zimnego 96% etanolu. Osad po wirowaniu zawieszano 
w buforze LoTE (3 mM Tris-HCl, pH 7,5, 0,2 mM EDTA). DNA po izolacji 
przechowywano w temperaturze −20°C.
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Analiza stopnia metylacji rejonów promotorowych  
wybranych genów

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

Metoda wykorzystuje specyficzne sondy połówkowe, które hybrydyzują 
dopełniającym fragmentem analizowanego DNA, na którym znajduje się miej-
sce rozpoznawane przez enzym restrykcyjny HhaI wrażliwy na metylację. 
Całkowite przyłączenie się obu oligonukleotydów do sekwencji docelowej za 
pośrednictwem ligazy jest niezbędne do utworzenia matrycy do przeprowa-
dzenia łańcuchowej reakcji polimerazy. Od każdego pacjenta utworzono dwie 
próbki: jedna po ligacji była wykorzystywana do analizy CNV (Copy Num-
ber Wariants), druga trawiona enzymem HhaI w celu oceny stopnia metyla-
cji [MRC Holland.MS-MLPA General Protocol, 2016, dostęp online http://
www.mlpa.com]. W trakcie hybrydyzacji do niezmetylowanego miejsca, specy-
ficzne sondy podlegały kolejno ligacji, a następnie strawieniu przez enzym (nie-
obecność piku z powodu braku amplifikacji), podczas gdy przyłączenie sondy 
do metylowanego miejsca chronionego przed trawieniem pozwala na zajście 
reakcji łańcuchowej polimerazy (pik obecna amplifikacja zaszła). W celu osza-
cowania procentowego stopnia metylacji dzielono wartość NC (stała normali-
zacji – Normalisation Constant) próbki poddanej trawieniu przez wartość NC 
próbki nietrawionej badanego fragmentu [145]. Schemat postępowania wyglą-
dał następująco: każdorazowo próbkę denaturowano w buforze TE w końco-
wej objętości 5 µl przez 5 min w 98°C. W celu przeprowadzenia hybrydyza-
cji do każdej analizowanej próbki dodawano 3 µl mieszaniny hybrydyzacyjnej 
składającej się z buforu MLPA, probemix ME001 (zawierającego specyficzne 
startery) i inkubowano 20 godz. w temperaturze 60°C.

W dalszej kolejności przygotowano dwie mieszaniny: jedną do ligacji 
(8,5  µl dH2O, 1,5 µl buforu Ligase Buffer B, 0,25 µl enzymu ligazy – Ligase 
DNA), drugą do ligacji-trawienia (dodatkowo zawierała 0,5 µl enzymu Hha I).

Do ochłodzonych po procesie ligacji próbek (200°C) dodawano 3 µl Ligase 
buffer A oraz 10 µl H2O.

Obie mieszaniny umieszczono w 480°C i przeprowadzono reakcję PCR 
(3,5 µl dH2O, 1 µl SALSA PCR primer mix oraz 0,25 µl polimerazy DNA).

Do każdej próbki w temperaturze pokojowej dodano 5 µl przygotowanej 
mieszaniny (punkt 2) w celu przeprowadzenia łańcuchowej reakcji polimerazy.
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Tabela 5. Schemat etapów przeprowadzanej reakcji łańcuchowej polimerazy

Denaturacja DNA

1 98°C 5 min

2 25°C stop

Hybrydyzacja

3 90°C 1 min

4 60°C 20 godz.

5 20°C stop

Ligacja oraz ligacja plus trawienie

6 48°C stop

7 48°C 30 min

8 98°C 5 min

9 20°C stop

PCR

10 35 cykli 95°C 30 s

60°C 30 s

72°C 60 s

72°C 20 min

Ostatnim etapem analizy stopnia metylacji próbek DNA pochodzących 
od pacjentów była elektroforeza kapilarna.

W tej odmianie elektroforezy – polimer i elektrolit został umieszczony 
w cienkich kapilarach 50–100 µm [146]. Produkty rozdziału reakcji MS przepro-
wadzono na sekwenatorze ABI-3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystem).

Izolacja RNA z bloczków parafinowych
Tkankę po usunięciu parafiny (procedura identyczna jak w przypadku izo-

lacji DNA) suszono, następnie homogenizowano w buforze denaturującym  
(4M izotiocyjanian guanidyny; 0,25 M cytrynian sodu, 0,5% sarkosyl, 0,1  M 
merkaptoetanol) wraz z roztworem proteinazy K (o stężeniu 20 mg/ml), wyko-
rzystując homogenizator TissueRuptor (QIA-GEN), następnie inkubowano 
w 55°C przez noc (16–18 h). Po inkubacji próbkę odwirowywano (14  000  g, 
5 min, 4°C) [115]. RNA z tkanki nowotworowej i nieobjętej procesem 
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nowotworowym izolowano, wykorzystując zestaw mirVana™ miRNA Isolation 
Kit (Ambion) zgodnie z zaleceniami producenta. Do supernatantu po wiro-
waniu dodawano 30 µl miRNA Homogenate Additive i inkubowano w 4°C  
10 min. Do homogenatu tkankowego w następnej kolejności dodano 300 µl 
mieszaniny kwaśny fenol: chloroform i wirowano (5 min, 10 000 g). Frakcję 
górną (wodną) przeniesiono do świeżej probówki, zawierającej 375 µl 96% 
etanolu i przeniesiono do probówki zawierającej kolumnę z filtrem. Kolumnę 
z filtrem po odwirowaniu (15 s, 10 000 g) przeniesiono do nowych probówek 
i płukano w 700 µl miRNA Wash Solution 1, wirowano (10 s, 10 000 g). Po dwu-
krotnym przemyciu kolumny w 500 µl Wash Solution 2/3 wirowano (1 min,  
10 000 g). Z kolumny wyizolowane RNA eluowano 30 µl wody wolnej od 
nukleaz o temperaturze 95°C. Ilość i jakość wyizolowanego materiału oceniano 
wstępnie spektrofotometrycznie (Picodrop) przy λ = 260 nm. Otrzymane 
RNA przechowywano w temperaturze −80°C.

Dokładną analizę wyizolowanego RNA przeprowadzano wykorzystując 
zestaw Agilent RNA 6000 Nano Kit (Agilent Technologies) zgodnie z zalece-
niami producenta. Do próbówki zawierającej 65 µl Agilent RNA 6000 Nano 
gel matrix dodawano 1 µl RNA 6000 Nano dye, a następnie wirowano (10 min, 
13 000 g). Uzyskaną mieszaninę żelu z barwnikiem fluorescencyjnym nakła-
dano na Nano chipa, umieszczonego w stacji roboczej. W następnej kolejno-
ści dodawano po 5 µl RNA Nano markera. Jakość wyizolowanego RNA okre-
ślano za pomocą analizatora 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies). Stopień 
hydrolizy wyizolowanego całkowitego RNA określano w oparciu o otrzymany 
elektroforegram (ryc. 7) oraz uzyskane wartości RIN. Tylko próbki charaktery-
zujące się wartością RIN > 7 poddawano dalszej analizie.

Rycina 7. Przykładowy elektroforegram RNA (RIN10)

Wyizolowany RNA posłużył do przeprowadzenia reakcji odwrotnej trans-
krypcji.
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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) 
według zaleceń producenta (tab. 6).

Tabela 6. Skład mieszaniny reakcyjnej wykorzystywanej do przeprowadzenia reakcji 
odwrotnej transkrypcji

Skład Objętość [µl] Stężenie końcowe

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

Mieszaninę przed dodaniem DTT i odwrotnej transkryptazy inkubowano 
(5 min w 65°C oraz 5 min w 22°C), następnie po dodaniu DTT (ditiotreitol) 
i enzymu mieszaninę reakcyjną umieszczono w termocyklerze na 30 min 
w temperaturze 42°C. Otrzymane w ten sposób cDNA po zamrożeniu prze-
chowywano w temperaturze −20°C.

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

Reakcja Real-Time PCR wykonana została z użyciem zestawu TaqMan® 
Universal PCR Master Mix, No UNG (Applied Biosystems, Carlbad, CA USA), 
według protokołu dostarczonego przez producenta. Do powielania analizowa-
nych cDNA wykorzystano sondy TaqMan: Hs00191052_m1, Hs1548034_m1, 
Hs01002012_m1, Hs03043884_g1, Hs0392097_g1 specyficzne dla genu 
DLGAP1, WIF1, NMDAR2B, RPL13A, GADPH. Każda sonda była amplifiko-
wana w oddzielnym dołku na 96-studzienkowej płytce. Wszystkie próbki były 
inkubowane wstępnie w 50°C przez 2 min i w 95°C przez 10 min, a następnie 
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 względnej ekspresji badanych 
genów wykorzystano metodę porównawczą Ct [116], wyznaczając progowy 
poziom krytyczny fluorescencji Ct (treshold cycle). Poziom ekspresji genów 
normalizowano wobec genu referencyjnego RPL13A. Analiza wyników została 
przeprowadzona za pomocą oprogramowania ABI Prism 7000 (SDS Software). 
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W ocenie ekspresji mRNA wykorzystano kontrole bez reakcji odwrotnej trans-
krypcji czy cDNA. Po zakończeniu reakcji wykonano krzywą topnienia, w celu 
sprawdzenia jakości otrzymanych produktów PCR (ryc. 8).

Rycina 8. Przykład krzywej topnienia łańcuchowej reakcji polimerazowej  
w czasie rzeczywistym

Do obliczenia względnej ekspresji genów wykorzystano metodę porów-
nawczą Ct [147]. Wartości Ct odczytywano z krzywej amplifikacji (ryc. 9). 
Poziom ekspresji genów w poszczególnych tkankach normalizowano wobec 
genu referencyjnego RPL13A i obliczano według wzoru:

ΔCt = CtG – CtR
gdzie:
R  –  ilość badanego transkryptu w próbce;
CtG  –  wartość Ct uzyskana dla danego genu;
CtR  –  wartość Ct uzyskana dla genu referencyjnego.

W celu obliczenia względnej ekspresji genu, przedstawionej jako zmianę 
poziomu ekspresji badanego genu pomiędzy tkanką ze zmianą nowotworową 
a tkanką prawidłową bez zmiany, posłużono się wzorem:

ΔΔCt = ΔCtN – ΔCtK
gdzie:
R  –  ilość analizowanego transkryptu genu w próbce, wyrażona jako wie-

lokrotność kalibratora;
ΔCtN  –  wartość ΔCt dla tkanki nowotworowej;
ΔCtK  –  wartość ΔCt dla tkanki nieobjętej procesem nowotworowym (kali-

bratora).
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Rycina 9. Przykładowa krzywa amplifikacji otrzymana dla reakcji łańcuchowej polimerazy  
w czasie rzeczywistym

Analiza ekspresji panelu mirna

Reakcja odwrotnej transkrypcji – panel miRNA

Reakcję odwrotnej transkrypcji wykonano za pomocą zestawu TaqMan® 
MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems), według proto-
kołu dostarczonego przez producenta, używając starterów Megaplex™ RT Pri-
mers Human Pool A i B (Applied Biosystems). Składniki mieszaniny reakcyj-
nej zostały przedstawione w tab. 7.

Tabela 7. Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej do przeprowadzenia reakcji RT

Skład Objętość [µl] Stężenie końcowe

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

dNTPs (100 mM) 0,2 2,5 mM
MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50 U/µl) 1,5 10 U/µl
10x RT Buffer 0,8 1x
MgCl2 (25 mM) 0,9 3 mM
RNase Inhibitor (20 U/µl) 0,1 0,25 U/µl
Woda wolna od nukleaz 0,2 N/A
Całkowite RNA (500 ng) 3,0 65 ng/µl
Objętość końcowa 7,5 –
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Przeprowadzono 40 cykli reakcji odwrotnej transkrypcji, na którą składały 
się trzy etapy (2 min w 16°C; 1 min w 42°C; 1 s w 50°C). Inaktywację odwrot-
nej transkryptazy przeprowadzono przez 5 min w 85°C. cDNA przechowy-
wano w temperaturze −80°C.

Reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym  
– przeszukiwanie panelu miRNA

Reakcję PCR w czasie rzeczywistym przeprowadzono, wykorzystując zestaw 
TaqMan® Universal PCR Master Mix, No UNG (Applied Biosystems), według 
protokołu dostarczonego przez producenta. Składniki wchodzące w skład mie-
szaniny przedstawiono w tab. 8. Przygotowaną mieszaninę nanoszono na płytkę 
TaqMan® Human miRNA Array A, B (Applied Biosystems). Reakcję przeprowa-
dzono w aparacie 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems). 
Względną ekspresji genów miRNA szacowano w oparciu o metodę porównawczą 
Ct [147]. Poziom ekspresji genów miRNA w poszczególnych tkankach normali-
zowano wobec genu referencyjnego U6 small nuclear RNA.

Tabela 8. Składniki mieszaniny reakcyjnej PCR w czasie rzeczywistym

Skład Objętość [µl] Stężenie końcowe

TaqMan® Universal PCR Master Mix, No UNG (2x) 450 1x

Woda wolna od nukleaz 444 N/A

cDNA (400 ng) 6 0,45 ng/µl

Końcowa objętość mieszaniny 900 –

Analizę względnej ekspresji niewielkiej grupy pacjentów (5%) przeprowa-
dzono dla ponad 700 genów miRNA. miRNA o zmienionym profilu ekspresji 
wybrano do dalszych badań (tab. 8). Bazę danych DIANA Database wykorzy-
stano w celu ustalenia homologii pomiędzy sekwencją miRNA oraz regionem 
3’UTR docelowego transkryptu.

Analiza ekspresji wybranych mirna

Reakcja łańcuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym  
– wybranych miRNA

Do przepisania sekwencji nukleotydowej z wybranych miRNA 
w cDNA wykorzystano zestaw TaqMan MicroRNA Reverse Transcription 
kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA), całkowitego RNA TaqMan Reverse 
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Transcription kit (Applied Biosystems). Próbki inkubowano 30 min w 16°C 
i 30 min w temperaturze 42°C. Odwrotna transkryptaza została inaktywo-
wana (5 min w 85°C), a uzyskany cDNA przechowywano w −80°C. mirVana  
5 nmol Mimic (cel-miR-39) użyto jako kontrolę endogenną warunków odwrot-
nej transkrypcji. Do powielania analizowanych cDNA wykorzystano specy-
ficzne sondy TaqMan: 478587_mir, 477975_mir, 479448_mir, 478623_mir, 
478214_mir, 478606_mir dla miR: 29a-5p, 21-5p, 30a-5p, 106a-5p, 92a-5p, 
30d-5p. Każda sonda była amplifikowana w oddzielnym dołku na 96-studzien-
kowej płytce. Wszystkie próbki były inkubowane wstępnie w 50°C przez 2 min  
i w 95°C przez 10 min, a następnie cyklicznie: w temperaturze 95°C przez  
30 s, w 60°C przez 30 s i w 72°C przez 60 s. Przeprowadzono 40 cykli. Ana-
liza wyników została przeprowadzona za pomocą oprogramowania ABI 
Prism 7000 (SDS Software). W ocenie ekspresji miRNA wykorzystano kon-
trole bez reakcji odwrotnej transkrypcji czy cDNA. Po zakończeniu reakcji 
wykonano krzywą topnienia w celu sprawdzenia jakości otrzymanych pro-
duktów PCR. Poziom ekspresji genów miRNA w poszczególnych tkankach 
normalizowano wobec genu referencyjnego U6 small nuclear RNA.

Genotypowanie

Ilość i jakość wyizolowanego DNA analizowano za pomocą Nanodrop 
(Thermo Fisher Scientific Inc, De, USA). Analizę polimorfizmów pojedynczego 
nukleotydu (ang. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) wykonano techniką 
dyskryminacji alleli (ang. allelic discrimination) z użyciem sond typu TaqMan: 
C_27275860_10, C_27275861_10, C_90347381_10, C_344796424_10, 
C_342877415_10, C_32807625_10, specyficznych dla polimorfizmu: 
rs34203757-WIF1, rs34505206-WIF1, rs56900803-WIF1, rs765474396-
-DLGAP1, rs369140549-DLGAP1, rs16946051-DLGAP1. Mieszanina reak-
cyjna (5 μl) zawierała DNA (10 ng). W oznaczeniach wykorzystano zestaw 
TaqMan Genotyping Master Mix (Applied Biosystems Inc. Carlsbad, CA), 
sondy FAM i VIC (200 nM) oraz specyficzne primery dla TaqMan Genoty-
ping Assay z Applied Biosystems. Reakcje PCR były wykonywane w systemie 
Real Time PCR 7900 HT (Applied Biosystems) przez 15 min w temperaturze 
95°C, a następnie 30 cykli (15 s w 92°C i 60 s w 60°C). Analizę dyskrymina-
cyjną alleli przeprowadzono na produkcie po PCR. Analizy produktów ampli-
fikacji zostały wykonane przy użyciu oprogramowania SDS 1.2. Jako kontrolę 
negatywną użyto mieszaniny pozbawionej genomowego DNA.
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Oczyszczanie produktów PCR

Oczyszczanie otrzymanych produktów PCR przeprowadzono, wykorzy-
stując zestaw Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega). 15 µl pro-
duktu PCR mieszano z 15 µl Membrane Binding Solution, następnie nanie-
siono je na kolumnę z filtrem, inkubowano 1 min w 25°C. Po odwirowaniu 
(1  min, 15  000 g) kolumnę przepłukiwano przy użyciu 700 µl Membrane 
Wash Solution, a następnie wirowano (1 min, 15 000 g). Produkt PCR elu-
owano z kolumny 30 µl wody wolnej od nukleaz poprzez wirowanie (1 min, 
15 000 xg). Absorbancję oczyszczonego produktu PCR oznaczano, wykorzy-
stując spektrofotometr (Picodrop) przy λ = 260 nm. DNA przechowywano 
w temperaturze 4°C.

Analiza sekwencji DNA

Sekwencje produktów PCR potwierdzano poprzez sekwencjonowanie 
DNA (Gemomed Warszawa, CoreLab UM Łódź). W celu określenia polimor-
fizmu (SNP) uzyskane wyniki sekwencjonowania porównywano z prawidłową 
sekwencją referencyjną z banku genów, za pomocą programu CLUSTALW 
Software.

Analiza ekspresji genu na poziomie białka

Przygotowanie homogenatów tkankowych

Homogenaty tkankowe przygotowano z deparafinizowanych tkanek guza 
oraz tkanek prawidłowych. Niewielki fragment tkanki (~30 mg) płukano 
w zimnym 20 mM buforze PBS, pH 7,2, następnie przenoszono do próbówki 
zawierającej 1 ml 10 mM buforu PBS, pH 7,4, uzupełnionego inhibitorami 
proteaz Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche). Tkankę rozdrabniano 
homogenizatorem Tissue Ruptor (QIAGEN), a powstałą zawiesinę dwukrot-
nie zamrażano i rozmrażano w celu przerwania ciągłości błony komórkowej. 
Homogenat po wirowaniu przechowywano w temperaturze −20°C.

Oznaczanie stężenia białka

Stężenie białka całkowitego w lizatach tkanek guza oraz tkanek prawidło-
wych oznaczano zestawem Micro BCA™ Protein Assay Kit (Thermo SCIEN-
TIFIC) zgodnie z zaleceniami producenta, wyznaczając krzywą wzorcową 
dla albuminy (R2 = 0,9951). Oznaczenia wykonano w trzech powtórzeniach. 
Absorbancję próbek mierzono za pomocą mikropłytkowego czytnika fotome-
trycznego Multiskan Ascent (Thermo Labsystems) przy λ = 570 nm.
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Test immunoenzymatyczny (ELISA)

Stężenie białek WIF1 i DLGP1 w lizatach tkanek guza oraz tkanek pra-
widłowych oznaczano zestawami Human WIF1 ELISA Kit (LifeSpan Bio-
sciences), Human DLGP1 ELISA Kit (Antibodies), Human GRIN2B/
NMDAR2B/NR2B ELISA Kit (LifeSpan Bioscences Inc.), według protokołów 
dostarczonych przez producenta. Kontrolą endogenną dla obliczenia stężenia 
białka w próbkach stanowiła β-aktyna Human Actin Beta (ACTb) ELISA Kit 
(BMASSAY) zgodnie z zaleceniami producenta (ryc. 10). Absorbancję próbek 
mierzono za pomocą mikropłytkowego czytnika fotometrycznego Multiskan 
Ascent (Thermo Labsystems) przy λ = 450 nm.

Stężenie β-aktyny obliczano z równania krzywej wzorcowej:
gdzie:
ρβ-aktyny  –  stężenie β-aktyny [ng/ml];
Abs  –  absorbancja.

Rycina 10. Krzywa kalibracyjna wyznaczona dla β-aktyny (R2 = 0,9977)
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Metoda Western Blot

Komórki SSC-25 przed i po transfekcji oraz po odwirowaniu homogeni-
zowano w buforze: 25 mM Tris-HCl, pH 7,4 z mieszaniną inhibitorów proteaz 
Complete (Roche Diagnostics GmbH). Ilość białka w homogenacie oznaczano 
metodą Lowry’ego. Homogenat komórek (50 μg białka/studzienkę) inkubo-
wano w roztworze: 0,125 M TRIS, 10% glicerol, 0,22% błękit bromofenolowy, 
2% SDS, 0,1% 2-merkaptoetanol, przez 5 min w temperaturze 100°C. Zdenatu-
rowane białka rozdzielano na 10% żelu poliakrylamidowym wg metody Laemmli 
przy napięciu 100V. Rozdzielone białka przenoszono na błonę nitrocelulozową 
(0,2 μm, Hybond-ECL, Amersham) metodą elektroblotingu przez 1,5 godz. przy 
natężeniu prądu 350 mA. Po trzykrotnym (przez 5 min) przepłukaniu błony 
nitrocelulozowej w buforze TBST (50 mM TRIS, 153 mM NaCl, Tween 0,05%, 
pH 7,5) blokowano niespecyficzne wiązania przez inkubację w 5% odtłuszczo-
nym mleku w TBST przez 1 godz. Po kolejnym trzykrotnym płukaniu w TBST 
błonę nitrocelulozową poddano inkubacji ze specyficznymi przeciwciałami poli-
klonalnymi, anty receptor NMDAR2B lub anty β-aktyna (Sigma) w rozcieńcze-
niu 1 : 1000 w 5% mleku w TBST i pozostawiono na noc w 4°C. Następnego 
dnia po standardowym przepłukaniu w TBST błonę inkubowano 30 min w tem-
peraturze pokojowej z wtórnym, poliklonalnym przeciwciałem IgG, połączo-
nym z peroksydazą chrzanową, rozcieńczonym w stosunku 1 : 1000 w 5% mleku 
w TBST. Do detekcji białka użyto metody chemiluminescencyjnej ECL, wyko-
rzystując zestaw firmy PIERCE. Jako białko odniesienia oznaczono β-aktynę.

Hodowla bakterii JM 109 (Promega Corp)

Baterie E.coli szczep JM 109 hodowano na płynnej pożywce LB (Luria-Bertani) 
16–18 godz. w obecności antybiotyku ampicyliny w stężeniu 100 µg/ml w 37°C.

Synteza oligonukleotydów zawierających sekwencję 3’UTR genu 
DLGAP1 zawierającego sekwencję miejsca, z którą potencjalnie wiąże się 

wybrana cząsteczka miR-30a-5p

Analiza bazy Target Scan Human 5.1, Diana, platformy miRSystem posłu-
żyła do zaprojektowania oligonukleotydów o długości 53 pary zasad (tab. 9), 
odpowiadających fragmentowi 3’UTR transkryptu genu DLGAPI, które zawie-
rały prawidłowe oraz zmutowane miejsca wiązania badanego miR-30a-5p. 
Zaprojektowane oligonukleotydy zawierały na końcach miejsca rozpoznawalne 
przez enzymy restrykcyjne SacI, XbaI. Syntezę oligonukleotydów 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 oligonukleotydów w wektorze pmirGLO 
(Promeg Corp)

Zarówno wektor pmirGLO (ryc. 11a, b), jak i syntetyczne oligonukleotydy 
trawiono enzymami Xba I, Sac i w buforze FastDigest przez 30 min w tem-
peraturze 370°C. Kompletność strawienia wektora potwierdzono na 2% żelu 
agarozowym i w buforze TAE (bufor TRIS-octan-EDTA). Zhydrolizowane za 
pośrednictwem enzymów restrykcyjnych oligonukleotydy i wektor pmirGLO 
ligowano w buforze Rapid ligation buffer przez 30 min w temperaturze pokojo-
wej, wykorzystując ligazę DNA T4.

Rycina 11a. Schemat budowy wektora pmirGLO z miejscami do klonowania

Rycina 11b. Mechanizm działania wektora pmirGLO
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Synteza oligonukleotydów zawierających sekwencję 3’UTR genu 
DLGAP1 zawierającego sekwencję miejsca, z którą potencjalnie wiąże się 

wybrana cząsteczka miR-30a-5p

Analizę oddziaływania wybranego miR-30a-5p z transkryptami genu 
DLGAP1 przeprowadzono z wykorzystaniem systemu reporterowego pmirGLO 
Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vector (Promega Corp), wykorzy-
stującego aktywność lucyferazy. Analiza bazy Target Scan Human posłużyła do 
zaprojektowania oligonukleotydów o długości 53 nukleotydów zakończonych 
miejscami rozpoznawanymi przez enzymy restrykcyjne SacI i XhoI (tab. 9) 
odpowiadające fragmentowi 3’UTR transkryptu genu DLGAP1, które zawie-
rały prawidłowe oraz zmutowane miejsca wiązania badanego miRNA. Syntezę 
oligonukleotydów 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 oligonukleotydów odpowiadające rejonowi  
3’UTR transkryptu genu DLGA1

Wstawka  
21-28 UTR 

5’AGTCGAGT
CCTGCATTCAGTCCTGCTGTTTACAATGTGAAATCTCGAGATCG 3’
3’TCAGCTCGA
GGACGTAAGTCAGGACGACAAATGTTACACTTTAG
AGCT CTAGC5’

Wstawka  
21-28 UTR
zmutowana

5’AGTCGAGT
CCTGCATTCAGTCCTGCTGTAATCAATGTGAAATC
TCGA GATCG3’
3’ TCAGCTCGA
GGACGTAAGTCAGGACGACATTAGTTACACTTTAG
AGCT CTAGC5’

Wstawka  
74-81 UTR

5’ AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTTTACATAGTAATCATTC 
TCGA
GATCG
3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACAAATGTATCATTAGTAAG
AGCTCTAGC5’

Wstawka  
74-81 UTR
zmutowana

5’ AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTAATTATAGTAATCATTC
TCGAGATCG3’
3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACATTAATATCATTAGTAAG
AGCTCTAGC5’
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Transformacja kompetentnych bakterii JM 109 z zastosowaniem DMSO

Do 100 μl komórek kompetentnych, rozmrażanych w łaźni lodowej w tem-
peraturze 4°C, dodano DNA plazmidowy i inkubowano przez 15 min. Następ-
nie dodano 920 μl mieszaniny o składzie: 850 μl LB 6,1, 50 μl DMSO, 20 μl 1 M 
glukozy. Próby inkubowano w temperaturze pokojowej przez 10 min, a następ-
nie przez 1 godz. w temperaturze 37°C z wytrząsaniem. Po inkubacji komórki 
wysiewano na podłoże selekcyjne (L-agar) z dodatkiem ampicyliny w stężeniu 
100 μg/ml [148].

Izolowanie DNA plazmidowego

Plazmidowy DNA oczyszczano korzystając z gotowych zestawów Wizard 
Plus SV MiniPreps firmy Promega lub izolując bez użycia gotowych zesta-
wów [149]. W przypadku zestawów gotowych izolacji plazmidów dokonano 
wg instrukcji producenta. Komórki E. coli zawieszano w kolejnych buforach 
zestawu. Po rozpuszczeniu i lizie komórek bakterii supernatant z DNA plazmi-
dowym nanoszono na złoże zamieszczone w zestawie, a następnie przemywano 
kolumnę buforem przemywającym. DNA plazmidowe związane ze złożem 
wymywano 60–100 μl wody wolnej od nukleaz. Końcowe stężenie wyizolowa-
nego DNA oznaczano spektrofotometrycznie.

Preparatyka DNA plazmidowego – mikropreparatyka

W celu wyizolowania plazmidowego DNA hodowle bakterii E. coli prowa-
dzono w pożywce LB z dodatkiem ampicyliny w stężeniu 100 μg/ml z wytrząsa-
niem. Pojedynczą kolonię bakterii, która wyrosła na stałym podłożu LB z dodat-
kiem agaru i ampicyliny (100 μg/ml) przesiewano do 3 ml (minipreparatyka) 
lub do 100 ml (makropreparatyka) podłoża namnażającego (LB z ampicyliną). 
Inkubację prowadzono przez noc w 37°C z ciągłym wytrząsaniem. 

Celem wstępnego wyselekcjonowania klonów zawierających zrekombino-
wany plazmid 3 ml całonocnej hodowli odwirowano (2–3 min, 13 000 obr/min). 
Do osadu dodano 100 μl odczynnika RI, wymieszano i inkubowano w 4°C przez 
15 min. Po tym czasie dodano 200 μl RII i pozostawiono na 5 min w tempera-
turze pokojowej. Następnie do mieszaniny dodano 150 μl RIII i inkubowano 
przez 30 min w 4°C. Odwirowano 10 min w mikrowirówce (13 000 obr/min). 
Do supernatantu dodano 340 μl izopropanolu. Po odwirowaniu osad przepłu-
kano 70% etanolem, ponownie wirowano 10 min i dokładnie wysuszono. Osad 
rozpuszczono w 30 μl buforu LoTE i inkubowano z RN-azą o stężeniu 1 mg/ml 
przez 30 min w łaźni wodnej o temperaturze 56°C, następnie próby naniesiono 
na 1% żel agarozowy z dodatkiem barwnika obciążającego.
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Poprawność konstruktu pmirGLO-oligonukleotyd potwierdzono sekwen-
cyjnie (CorLab Uniwersytet Medyczny, Łódz).

Hodowla komórkowa

Linię komórkową SCC-25 ludzkiego raka płaskonabłonkowego języka 
(ATCC CRL-1628) hodowano zgodnie z zaleceniami producenta, wykorzystu-
jąc mieszaninę podłoża Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) i Ham’s F12  
(w stosunku 50 : 50), suplementowaną 10% bydlęcą surowicą płodową podlega-
jącą inaktywacji termicznej. Pożywkę wzbogacano 400 ng/ml hydrokortyzonu 
oraz mieszaniną antybiotyków o stężeniu końcowym: 100 UI/ml penicyliny,  
100 μg/ml streptomycyny i 0,25 mg/ml amfoterycyny B. Hodowle komórek pro-
wadzono w temperaturze 37°C, w atmosferze wzbogaconej 5% dwutlenku węgla 
(CO2), w inkubatorze firmy NuAire In-vitroCell. Pasaż hodowli komórkowej 
przeprowadzano wykorzystując 0,25% roztwór trypsyny z EDTA, następnie 
wysiewano do nowego naczynia hodowlanego w stosunku 1 : 4.

Transfekcja komórek SCC-25 ludzkiego raka płaskonabłonkowego 
języka zarówno miR-30a-5p, jak i plazmidami zawierającymi miejsce 

wiązania miR-30a-5p

Założono hodowlę ludzkich komórek SCC-25 ludzkiego raka płaskona-
błonkowego języka w 25 ml butelce do hodowli komórkowej, w standardowej 
pożywce hodowlanej o gęstości 2,5 x 105 komórek/kolbę (60–80% konfluen-
cji). Po 24 godz. pożywka wzrostowa została zastąpiona przez świeżą pożywkę 
bez surowicy, uzupełnioną mieszaniną 50 pM miR-30a-5p mimic, lub miRNA 
jako mimic negative control (Apply Biosystems), 100 ng/ml plazmidu pmirGLO 
zawierającym prawidłowe lub zmutowane miejsce wiązania miRNA na genie 
DLGAP1, lub wektorem pmirGLO nie zawierającym wstawki (w celu spraw-
dzenia czy miRNA nie oddziałuje z transkryptem lucyferazy), 5 µl Lipofecta-
miny 3000 (Invitrogen) w 100 µl medium (wcześniej w celu utworzenia kom-
pleksu inkubowanych w temperaturze 20°C) i inkubowano przez 5–7 godz. 
Po inkubacji pożywkę usunięto oraz zastąpiono normalną pożywką z surowicą 
i inkubowano przez odpowiednio 24, 48, 72 godz. Wydajność transfekcji oce-
niano po 24 godz., na podstawie luminescencji emitowanej przez lucyferazę po- 
chodzącą z żebropława (Renilla reniformis). Aktywność lucyferazy mierzono 
po 24, 48, 72 godz. Komórki zamrożono i utrzymywano w temperaturze −80°C 
dla dalszych eksperymentów.
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Analiza aktywności lucyferazy

Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega Corp) zgodnie z załączoną 
instrukcją został wykorzystany do pomiaru aktywności lucyferazy na lumino-
metrze GloMax. Aktywność lucyferazy normalizowano do luminescencji emi-
towanej przez lucyferazę pochodzącą z żebropława (Renilla reniformis).

Ocena aktywności cytotoksycznej w teście MTT

Wpływ wyciszania bądź zwiększania ekspresji genu DLGAP1 po trans-
fekcji komórek miR-30a-5p na proliferację oraz apoptozę komórek rakowych 
badano przy użyciu testu MTT oraz cytometrii przepływowej. Zastosowany 
test MTT z bromkiem 3-(4,5-dimetylotiazolo-2-ilo)-2,5-dimetylotetrazolu, 
polegał na kolorymetrycznej ocenie aktywności metabolicznej komórek 
nowotworowych, opartej na konwersji soli tetrazoliowej do nierozpuszczal-
nego formazanu. Ilość utworzonego formazanu była proporcjonalna do ilości 
żywych komórek. W celu oceny właściwości cytotoksycznych badanych związ-
ków, wprowadzanych do komórek linii SCC-25, komórki wysiewano na płytki 
96  stanowiskowe w liczbie 5000 komórek na studzienkę, a następnie doda-
wano odpowiedniej pożywki hodowlanej w ilości 0,2 ml. Komórki nowotwo-
rowe pozostawiono na 72 godz. w celu osiągnięcia wzrostu logarytmicznego. 
Po upływie tego czasu pożywkę usuwano i na płytki do odpowiednich stano-
wisk dodano syntetyczne oligonukleotydami RNA. Komórki hodowano przez 
24, 48 i 72 godz. w celu oceny wpływu cytotoksycznego badanych związków. 
Po upływie tego czasu do każdej studzienki dodawano roztwór MTT (Sigma-
-Aldrich) w pożywce hodowlanej o końcowym stężeniu 2 mg/ml. Komórki 
pozostawiono z roztworem barwnika na 4 godz. Po tym czasie pożywkę usu-
wano i do każdej studzienki dodawano po 200 μl dimetylosulfotlenku w celu 
rozpuszczenia powstałych kryształów formazanu. Odczytu absorbancji doko-
nywano przy użyciu czytnika do mikropłytek (BioTek Instruments) przy dłu-
gości fali 570 nm. Stopień cytotoksyczności obliczono według następującego 
wzoru: procent cytotoksyczności (martwe komórki) = (1 − [absorbancja bada-
nej próbki/absorbancja kontroli]) x 100%.

Analiza procesu apoptozy z zastosowaniem cytometrii przepływowej

Apoptozę oraz nekrozę komórek płaskonabłonkowych raka języka linii 
SCC-25 traktowanych miR-30a oceniano przy użyciu zestawu Muse Annexin V 
and Dead Cell Assay Kit (Millipore) zgodnie z instrukcją obsługi i instrukcją pro-
ducenta. Po zakończonej ekspozycji komórki nowotworowe trypsynizowano 
i przemywano dwukrotnie jałowym roztworem PBS. Sporządzano zawiesinę 
komórek w podłożu, tak aby końcowe stężenie wynosiło 1 x 105 komórek/ml. 
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Protokół barwienia obejmował dodanie 100 μl zawiesiny komórek do 100 μl 
odczynnika Muse Annexin V and Dead Cell Assay Kit i wymieszanie roztworu. 
Próbki inkubowano przez 20 min w temperaturze pokojowej bez dostępu świa-
tła. Odsetek komórek apoptotycznych analizowano metodą cytometrii prze-
pływowej przy użyciu systemu Muse Cell Analyzer (Millipore) i wyrażono jako 
udział procentowy komórek apoptotycznych. Jako kontrolę negatywną użyto 
czystego podłoża z dodatkiem surowicy FBS. Jako kontrolę pozytywną zastoso-
wano pożywkę z dodatkiem paklitakselu w stężeniu 100 nmol. Test ten pozwala 
na rozróżnienie czterech populacji komórek: nieapoptotycznych (żywych) 
o fenotypie aneksyna V (–) i 7-AAD (–), wczesnoapoptotycznych  o feno- 
typie aneksyna V (+) i 7-AAD (–), późnoapoptotycznych i martwych o fenoty- 
pie aneksyna V (+) i 7-AAD (+) oraz nekrotycznych o fenotypie aneksyna  
V (–) i 7-AAD (+).

Analiza statystyczna

Analizę statystyczną wyników przeprowadzono w programie STATI-
STICA StatSoft Version 10. Do oceny różnic pomiędzy średnimi dla zmiennych 
powiązanych (tkanka nowotworowa i prawidłowa) wykorzystano test t dla 
prób zależnych. W celu sprawdzenia istotności pomiędzy średnimi, w poszcze-
gólnych grupach pacjentów z płaskonabłonkowym nowotworem jamy ustnej, 
przeprowadzono analizę wariancji (jednoczynnikowa ANOVA) oraz test post-
-hoc (test Tukeya). Analizę związku korelacyjnego pomiędzy zmiennymi ilo-
ściowymi wykonano za pomocą współczynnika korelacji liniowej Pearsona. 
Analizę zmiennych wyróżniających poszczególne grupy badanych przepro-
wadzono z wykorzystaniem analizy dyskryminacyjnej. Istotność statystyczną 
ustalono na poziomie p < 0,05.
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WYNIKI

Analiza stopnia metylacji wybranych genów

W analizie stopnia metylacji posłużono się programem firmy MRC-Hol-
land. Procent metylacji analizowanych genów szacowano, porównując pliki 
uzyskane w elektroforegramie dla próbki metylowanej i odpowiadającej jej nie-
trawionej próbki.

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

Współczynnik IR (International Normalized Ratio) otrzymany przez 
podział intensywności sygnału próbki przez wartość sygnału próby referen-
cyjnej. Procent metylacji w tkance nowotworowej badanych genów uzyskano 
przez odjęcie wartości dla części tkanki nieobjętej procesem nowotworowym 
od tej, w której nie obserwowano zmian nowotworowych. Podobnego wylicze-
nia dokonano dla pacjentów z leukoplakią.

Jedną z bardzo wczesnych i powszechnych zmian w nowotworach głowy 
i szyi jest delecja rejonu 9p21 chromosomu, na którym zlokalizowane są geny 
CDKN2B i CDKN2A. Na podstawie analizy CNV badanych próbek, podda-
nych tylko ligacji, zaobserwowano delecję homozygotyczną tego właśnie frag-
mentu chromosomu (ryc. 12, 13). W analizie statystycznej nie brano ich pod 
uwagę [84, 85].
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Rycina 12. Przykładowy rozdział próbki pacjenta otrzymany na sekwenatorze  
z wykorzystaniem oprogramowania Coffanalyser.Net. (a) Rozdział próbki po ligacji  

i trawieniu; (b) Rozdział próbki tylko po ligacji. Kropki zielone odpowiadają CNV analizie, 
czarne metylacji badanych fragmentów genów

a)

b)
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Rycina 13. Przykładowa graficzna prezentacja rozdziału: (a) Fragment z delecją 
heterozygotyczną genów CDKN2A i 2B po ligacji; (b) Ten sam fragment po ligacji,  

a następnie trawieniu

a)

b)
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Stopień metylacji analizowanych genów przedstawiono w tab. 10. Za zme-
tylowany gen przyjęto wartość % metylacji równą lub wyższą od 15%. Wartość 
odciętą wybrano zgodnie z literaturą [86]. Wybranymi do analiz genami były: 
CDKN2B, ATM, TIMP3, APC, CDKN2A, MLH1, RARB, CHFR, DLGAP1, 
C2orf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13, WIF1.

Tabela 10. Analiza stopnia metylacji u pacjentów z płaskonabłonkowym nowotworem jamy 
ustnej i leukoplakią wyrażona w % (wartości dodatnie dotyczą hypermetylacji względem 

tkanki nieobjętej procesem nowotworowym, ujemne hypometylacji)
a) Pacjenci z nowotworem płaskonabłonkowym jamy ustnej

Lp.

C
D

K
N

2B

AT
M

T
IM

P3

A
PC

C
D

K
N

2A

M
LH

1

RA
R

B

C
H

FR

D
LG

A
P1

C
2o

rf
40

G
PX

3

C
D

K
N

1B

EP
B

41
L3

T
P7

3

C
D

H
13

W
IF

1

1 7 0 0 13 0 13 5 5 −10 9 9 0 7 0 0 7
2 18 0 0 7 0 0 12 9 −7 14 6 15 0 0 0 10
3 30 0 4 12 0 16 6 4 −8 11 16 0 9 5 0 37
4 8 0 3 8 0 11 10 0 −3 0 0 3 6 0 13 9
5 22 0 0 7 0 18 6 0 −11 9 11 0 8 9 3 7
6 45 0 5 30 14 0 13 0 −32 0 21 5 7 0 36 31
7 31 0 0 0 0 29 4 0 −9 10 15 0 12 0 4 20
8 9 0 7 3 0 4 7 15 −7 8 7 0 13 8 7 5
9 32 0 9 16 0 20 21 0 −11 0 15 3 9 3 5 13

10 40 0 0 9 0 37 16 0 −28 14 19 0 13 9 9 11
11 69 0 4 19 0 26 12 0 −47 36 33 0 22 3 35 26
12 9 0 0 6 0 7 3 0 −7 9 7 3 3 8 7 13
13 22 11 1 9 0 9 12 0 −13 11 11 3 7 4 6 12
14 25 0 1 8 7 21 4 5 −14 6 13 2 5 3 5 20
15 21 0 0 19 0 2 6 0 −11 0 10 0 7 8 11 7
16 35 0 5 0 0 12 12 0 −23 11 13 0 10 7 9 14
17 42 0 4 23 0 4 14 0 −30 0 25 3 14 3 13 30
18 16 0 0 9 5 9 6 0 −5 5 7 4 6 2 5 7
19 28 0 2 14 0 18 8 0 −14 13 14 2 9 2 7 9
20 45 0 0 14 0 3 12 0 −13 18 21 0 14 3 32 7
21 27 0 4 25 0 4 8 0 −16 8 12 4 9 9 5 31
22 59 0 0 0 0 26 29 0 −41 22 29 5 34 1 8 22
23 41 0 0 17 0 15 10 0 −9 17 21 0 12 8 13 39
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24 37 0 6 0 2 11 19 0 −25 14 17 1 8 6 4 26
25 25 0 0 8 0 18 10 0 −13 11 12 4 10 5 9 10
26 36 0 0 5 0 7 10 0 −24 0 14 9 14 9 13 19
27 41 0 3 4 0 18 12 6 −32 19 20 0 9 2 27 13
28 16 0 0 9 0 2 2 0 −5 7 8 13 7 0 11 7
29 24 0 0 13 0 7 4 0 −13 12 11 9 6 8 13 9
30 8 0 4 9 0 19 5 0 −15 6 24 11 11 12 10 7
31 33 0 0 17 0 10 14 0 −22 14 14 13 8 6 29 20
31 27 0 0 0 0 4 12 8 −6 12 12 6 13 2 14 6
32 13 0 0 25 0 0 6 0 −4 0 0 6 4 0 7 11
33 44 0 6 21 0 11 24 0 −32 19 20 11 13 13 14 21
34 39 0 0 15 0 17 13 2 −27 8 14 9 14 7 8 8
35 38 0 0 28 5 8 36 0 −27 7 23 8 12 6 14 24
36 51 0 7 30 0 4 27 0 −42 23 19 9 24 27 9 43
37 42 0 0 11 0 6 9 0 −29 20 20 5 14 9 13 37
38 32 0 0 4 0 9 14 0 −21 0 14 13 9 3 13 31
39 18 0 5 23 0 3 6 0 −16 5 7 8 10 0 10 14
40 15 0 0 6 0 5 8 3 −6 6 6 6 14 0 8 11
41 39 0 0 35 0 10 14 0 −27 18 17 7 7 8 14 9
42 46 0 7 8 0 14 21 0 −35 22 22 10 14 15 9 37
43 40 0 0 29 0 17 19 0 −29 19 19 12 9 9 13 29
44 33 0 0 3 0 14 12 0 −21 13 17 19 13 5 5 25
45 29 0 9 39 0 6 13 0 −18 15 22 14 6 3 9 13
46 25 0 0 0 0 2 11 0 −14 11 12 11 4 1 13 23
47 30 0 0 9 0 15 13 0 −21 13 14 9 8 3 14 31
48 33 0 0 24 0 5 13 0 −25 14 17 14 14 4 14 8
49 16 0 3 18 0 0 6 0 −8 9 6 8 9 0 6 11
50 27 0 3 27 0 3 12 0 −14 14 10 11 8 3 13 9
51 23 0 0 11 0 2 10 0 −11 12 11 13 8 1 9 20
52 15 0 2 16 0 0 5 0 −6 7 8 14 2 0 6 7
53 7 0 0 4 0 2 13 0 −9 14 13 9 9 0 14 29
54 29 0 0 5 0 3 14 0 −8 13 14 13 3 1 8 11
55 20 0 1 9 0 0 8 6 −9 9 8 6 14 0 9 9
56 33 0 1 3 0 16 12 0 −11 6 15 7 0 2 11 8
57 25 0 0 9 0 2 12 0 −14 11 13 11 4 0 13 14
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Lp.
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C
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H
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W
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1

58 10 8 0 0 0 0 4 0 −2 3 4 8 3 0 4 9
59 44 0 5 18 0 13 19 0 −31 19 14 9 14 13 14 40
60 49 0 0 7 0 15 23 0 −36 21 22 8 17 14 8 39
61 34 0 6 3 0 9 14 0 −26 15 16 9 11 3 14 38
62 29 0 0 13 0 6 9 0 −7 12 14 7 8 6 6 14
63 18 0 0 0 0 0 7 0 −6 7 7 4 0 0 9 36
64 47 0 8 11 0 15 13 0 −4 23 22 13 19 14 7 32
65 19 0 0 19 0 3 9 0 −10 8 8 7 1 0 10 13
66 66 0 18 0 3 35 29 15 −51 31 28 12 15 24 18 51
67 33 0 0 7 0 22 14 0 −24 14 17 9 4 2 13 24
68 26 0 5 10 0 10 11 0 0 12 13 4 7 0 10 13
69 30 0 0 12 0 11 13 0 −8 14 14 14 9 2 14 11
70 32 0 3 19 0 13 12 0 −14 7 12 13 10 4 11 26
71 23 0 8 14 0 4 10 0 −12 11 21 12 3 0 12 43
72 49 0 11 25 0 18 22 0 −13 23 13 6 13 11 14 39
73 27 0 2 16 0 3 14 0 −8 12 10 9 5 0 10 21
74 15 0 2 8 0 0 5 0 −6 7 9 3 0 0 6 11
75 19 0 0 9 0 1 9 0 −8 8 8 5 2 0 7 14
76 44 0 0 13 0 13 14 0 −32 20 22 13 13 13 9 38
77 63 0 21 19 0 24 19 0 −50 9 30 14 29 29 11 52
78 27 0 4 7 0 6 8 0 −14 13 19 9 4 1 14 12
79 39 0 8 6 0 22 13 0 −31 14 18 14 14 5 13 24
80 31 0 0 7 0 12 14 0 −13 11 14 10 7 2 12 23
81 29 0 4 19 0 10 14 0 −6 13 11 8 6 0 9 19
82 51 0 0 3 2 29 24 0 −40 23 29 11 23 18 24 46
83 40 0 6 7 0 17 7 0 −29 14 20 13 14 9 12 55
84 33 0 6 5 0 19 14 3 −11 20 19 9 11 1 12 21
85 8 0 0 4 0 3 13 0 −9 5 11 6 9 2 5 7
86 8 0 7 6 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 3 10
87 20 0 8 8 0 2 9 0 −9 9 6 5 5 0 8 14

Tabela 10a (cd.)
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88 22 0 0 14 0 15 11 2 −13 11 9 6 14 1 14 11
89 41 5 15 0 0 13 9 0 −29 9 23 14 13 13 14 14
90 7 0 4 4 4 3 13 0 −6 12 13 6 12 2 6 30
91 18 0 3 7 2 5 10 0 −9 10 8 4 9 13 6 11
92 29 0 5 21 0 18 11 0 −7 14 12 10 13 8 14 14
93 33 0 0 5 0 0 13 0 −12 14 16 11 7 11 13 24
94 15 6 0 8 0 17 8 0 −3 5 0 2 8 10 5 7
95 22 0 2 33 0 8 13 0 −11 12 10 5 14 9 14 11
96 47 0 0 11 0 23 22 0 −38 17 21 14 9 13 14 43
97 73 0 0 6 0 32 28 0 −49 32 37 12 5 14 41 67
98 25 0 3 0 0 7 14 5 −13 9 12 5 10 7 6 21
99 28 0 0 11 0 10 11 0 −7 11 14 6 13 8 14 6

100 33 0 0 6 0 14 14 0 −10 14 15 11 12 13 13 13
101 0 0 4 9 0 13 0 0 −5 0 0 0 1 0 4 7
102 25 0 0 12 0 0 14 0 −6 8 12 4 13 11 11 6
103 34 0 6 13 0 9 10 0 −11 11 13 11 12 14 9 8
104 8 0 0 8 4 4 2 0 −3 4 0 0 2 0 13 11
105 24 0 0 0 0 2 5 0 −13 5 11 6 9 5 14 13
106 17 0 0 12 0 5 6 0 −6 6 9 2 12 3 9 12
107 27 0 7 13 0 9 13 7 −8 12 14 9 14 8 6 14
108 31 0 0 19 0 1 14 0 −13 10 15 10 7 4 8 26
109 25 0 0 8 0 0 13 0 −14 13 11 6 12 3 11 22
110 30 0 4 6 0 3 13 0 −11 14 14 11 11 2 14 26
111 37 0 4 8 0 15 8 0 −25 12 18 6 10 3 10 10
112 43 0 0 23 0 16 11 0 −34 23 21 14 13 9 6 7
113 8 6 0 0 0 3 0 0 −3 2 0 0 11 0 4 9
114 40 0 3 29 0 11 14 0 −8 20 16 8 12 7 14 30
115 48 0 15 9 3 19 18 0 −36 23 27 13 14 12 9 34
116 35 0 0 7 0 15 7 0 −23 11 17 6 9 2 14 29
117 8 0 0 5 0 6 4 5 −6 5 12 6 12 5 4 4
118 37 0 3 12 0 2 8 0 −8 12 20 14 14 1 6 32
119 51 0 0 30 0 9 24 0 −39 26 24 13 21 9 32 43
120 8 0 1 9 1 5 9 0 −6 9 7 12 4 4 7 7
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b) Pacjenci z leukoplakią
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1 0 0 0 0 0 1 3 0 1 2 1 0 0 0 2 4
2 5 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 3 0 0 2 2 0 1 2 2 2 5
4 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 2 0 0 0 4 5
5 3 0 0 0 1 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 5 2 0 1 3 0 2 4
7 6 0 1 2 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
8 9 0 1 0 0 0 0 0 2 0 2 3 0 0 2 8
9 0 1 0 0 0 0 5 0 3 2 0 0 0 0 0 0

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0
11 4 0 0 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 1 8
12 0 0 0 0 0 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0
13 9 0 2 0 0 0 2 0 0 0 0 2 0 1 0 0
14 0 0 0 0 0 1 0 0 4 4 3 1 2 0 1 3
15 4 0 0 5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 2
16 0 0 0 0 0 3 2 0 0 4 0 0 0 2 0 3
17 6 0 0 0 0 0 4 0 2 0 0 0 0 0 1 0
18 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 1 2 0 0 1 2
19 8 1 0 0 0 0 7 0 2 1 0 0 0 0 3 2
20 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 2 0 1 1 1

Genami najczęściej ulegającymi metylacji w badanej grupie były: WIF1 
(46,6%), GPx (41,6%). Najrzadziej: CHFR (1,6%), CDK1B (1,6%). W przy-
padku genu DLGAP1 zaobserwowano obniżenie metylacji w stosunku do tkanki 
prawidłowej (−35,8%) – hypometylację. U pacjentów z leukoplakią procent 
metylacji analizowanych genów pozostawał na niskim poziomie (poniżej 10%).



85Wyniki

Porównanie stopnia metylacji analizowanych genów  
z klinicznym zaawansowaniem choroby. Klasyfikacja TNM

Testu Chi2 Pearsona użyto do porównania stopnia metylacji badanych 
antyonkogenów: ATM, TIMP3, APC, MLH1, RARB, CHFR, DLGAP1, 
C2orf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13, WIF1 ze stopniem 
klinicznej klasyfikacji Ta, T1, T2. W analizie statystycznej przyjęto wartość  
p – prawdopodobieństwa za istotną statystycznie jeżeli wynosiła poniżej 0,05.

Tabela 11. Stopień metylacji analizowanych genów pacjentów z płaskonabłonkowym 
nowotworem jamy ustnej według klasyfikacji TNM

Gen Ta
(liczba pacjentów)

T1
(liczba pacjentów)

T2
(liczba pacjentów) Wartość p

TIMP3 0 0 0 0,33

ATM 0 0 0 –

APC 8 11 13 0,63

MLH1 7 16 13 0,48

RARβ 3 6 9 0,99

CHFR 2 0 0 0,41

DLGAP1 1 11 31 0,03

C2f40 4 14 9 0,36

GPX 3 16 31 0,07

CDK1B 2 0 0 0,41

EPB 0 3 5 0,55

TP73 1 3 0 0,61

CDH13 0 0 9 0,11

WIF1 5 16 35 0,2

Analiza statystyczna wykazała istotnie statystyczną korelację stopnia mety-
lacji badanych genów z klinicznym stopniem zaawansowania choroby TNM 
tylko w przypadku genu DLGAP1 (tab. 11).



86 Rozdział 12

Porównanie stopnia metylacji analizowanych genów  
ze stopniem złośliwości nowotworu G

Testu Chi2 Pearsona użyto do porównania stopnia metylacji badanych anty-
onkogenów: ATM, TIMP3, APC, MLH1, RARB, CHFR, DLGAP1, C2orf40, 
GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13, WIF1 ze stopniem złośliwości 
nowotworu według klasyfikacji G. Grupę badaną stanowili pacjenci z płasko-
nabłonkowym nowotworem jamy ustnej o stopniu złośliwości nowotworu G1 
(rak wysokozróżnicowany – niski stopień złośliwości), G2 (rak średniozróżnico-
wany – pośredni stopień złośliwości). W analizie statystycznej przyjęto wartość  
p – prawdopodobieństwa za istotną statystycznie jeżeli wynosiła poniżej 0,05.

Tabela 12. Stopień metylacji analizowanych genów pacjentów z płaskonabłonkowym 
nowotworem jamy ustnej według klasyfikacji G

Gen Częstość % G1 (liczba 
pacjentów)

G2 (liczba 
pacjentów) Wartość p

TIMP3 3,33 0 4 0,95
ATM 0 0 0 –
APC 26 22 10 0,06
MLH1 30 18 18 0,84
RARβ 15 12 6 0,32
CHFR 16 2 0 0,96
DLGAP1 35,8 8 35 0,01

C2f40 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 wykazywały zróżnicowany stopień metylacji, jeżeli cho-
dzi o stopień złośliwości nowotworu. Wyższą częstość metylacji dla stopnia zło-
śliwości nowotworu G1 względem G2 wykazywały geny: RARβ, APC, CHFR, 
przeciwną częstość geny: TIMP3, DLGAP1, C2orf40, GPX3, CDKN1B, 
EPB41L3, CDH13, WIF1. Tylko 2 geny DLGAP1 (p = 0,01) i WIF1 (p = 0,03) 
wykazywały istotnie statystycznie różnice w stopniu metylacji, porównując zło-
śliwość badanych nowotworów w skali G1, G2 – niższą w G1, wyższą w G2 
(gen WIF1), obniżoną bardziej u pacjentów z G2 w porównaniu z G1.
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Dalszą analizę przeprowadzono dla wybranych genów DLGAP1 i WIF1. 
Przydatność przeprowadzonych oznaczeń stopnia metylacji genów: DLGAP1 
i WIF1 w ocenie stopnia złośliwości guza G1, G2, wykonano w oparciu o model 
regresji logistycznej, wykorzystując jako zmienne objaśniające metylacje 
w analizowanych genach, następnie wykonano krzywe ROC (ryc. 14, 15). Ana-
liza ilorazu szans wykazała, że prawdopodobieństwo wystąpienia stopnia G2 
złośliwości guza jest ponad 6,5-krotnie wyższe w przypadku genu DLGAP1, 
4-krotne w przypadku genu WIF1.

Rycina 14. Przykładowa krzywa określająca przydatność analizy stopnia metylacji genów 
DLGAP1 i WIF1

Rycina 15. Określenie przydatności oznaczenia stopnia metylacji badanych genów DLGAP1  
i WIF1 (ROC) w ocenie stopnia złośliwości nowotworu: (a) gen DLGAP1; (b) gen WIF1; 

(c) oba analizowane geny. Zielony kolor na wykresie oznacza punkt odcięcia

a) b)
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Na podstawie oznaczonych parametrów czułości, specyficzności (przy 
punkcie odcięcia 15%), w oparciu o rozszerzone badania na zdecydowanie 
większej populacji uzupełnionej o pacjentów ze stopniem złośliwości G1 i G2, 
można wnioskować, że ocena metylacji (hiper, hypometylacji) analizowanych 
genów może być potencjalnie przydatna w ocenie stopnia złośliwości (tab. 11).

Tabela 13. Ocena stopnia metylacji genów DLGAP1, WIF1 jako markerów pozwalających  
na rozpoznanie stopnia złośliwości nowotworu przy punkcie odcięcia 15%

Gen DLGAP1 Gen WIF1

Czułość 15 % punkt odcięcia 0,43 0,56

Czułość punkt odcięcia proponowany 0,93 0,73

Specyficzność 15% punkt odcięcia 0,45 0,74

Specyficzność punkt odcięcia proponowany 0,95 0,71

AUC 0,64 (p = 0,0434) 0,70 (p = 0,0011)

Analiza przedstawionych w tab. 13 wyników wskazuje, że zarówno gen 
DLGAP1, jak i WIF1 mógłby potencjalnie służyć do odróżnienia stopnia złośli-
wości nowotworu G1, G2.

W dalszych analizach zmian molekularnych w genomie pacjentów z pła-
skonabłonkowym nowotworem jamy ustnej skoncentrowano się na dwóch 
genach: DLGAP1 (obniżonym stopniu metylacji) i WIF1 (podwyższonym 
stopniu metylacji).

Rycina 15 (cd.)

c)
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Analiza ekspresji genów DLGAP1, WIF1 na poziomie mRNA 
białka u pacjentów z leukoplakią i płaskonabłonkowym 

nowotworem jamy ustnej

W kolejnej części pracy postanowiono zanalizować ekspresję wybranych 
genów: DLGAP1 i WIF1 na poziomie transkrypcji, translacji genów, które 
w przedstawionych wcześniej badaniach ulegały metylacji w procesie nowo-
tworowym. Ekspresję genów w tkance nowotworowej skorelowano ze stop-
niem złośliwości nowotworu G1, G2, jak również ze zmienioną przednowo-
tworowo tkanką (leukoplakia). Kontrolę dla zmiany przednowotworowej, jak 
i nowotworowej stanowiła tkanka tego samego pacjenta nie wykazująca zmiany 
nowotworowej. Zaobserwowano wzrost ekspresji genu DLGAP1 o 6,1% 
w komórkach pacjentów z leukoplakią, natomiast u chorych z płaskonabłonko-
wym nowotworem jamy ustnej o 37,6% (stopień złośliwości G1), 46,6% (sto-
pień złośliwości G2) na poziomie mRNA i odpowiednio 17,3% u pacjentów 
z leukoplakią, 76,5% (stopień złośliwości G1), 91,3% (stopień złośliwości G2) 
na poziomie produktu translacji genu białka DLGAP1, w porównaniu do tka-
nek nie zmienionych nowotworowo. Analiza ekspresji genu WIF1 wskazała na 
odwrotną korelację. Na poziomie transkrypcji ekspresja genu zmalała o 9,5% 
u pacjentów z leukoplakią, a u pacjentów z płaskonabłonkowym nowotworem 
jamy ustnej odpowiednio: 39,4% (stopień złośliwości G1), 57,2% (stopień 
złośliwości G2) na poziomie translacji 16% (leukoplakia), 65,5% (G1), 81,9% 
(G2), w porównaniu z tkanką nie zmienioną nowotworowo (ryc. 16).
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Rycina 16. Analiza ekspresji genów WIF1 i DLGAP1 na poziomie transkrypcji, translacji. 
Różnice między średnimi dla tkanki prawidłowej w porównaniu z tkanką zmienioną 

oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną 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 pacjentów z płaskonabłonkowym 

nowotworem jamy ustnej i leukoplakią

W wytypowanych genach DLGAP1 i WIF1 podjęto próbę analizy znanych 
z literatury miejsc polimorficznych sekwencji nukleotydowej i ich potencjalnej 
korelacji z ekspresją genu. W genie DLGAP1 poddano analizie trzy polimorfi-
zmy SNP (polimorfizm pojedynczego nukleotydu): rs1081062, rs20491161, 
rs1694605, w genie WIF1: rs34203757, rs34505206, rs56900803. Grupę kon-
trolną stanowiły komórki jednojądrzaste krwi, izolowane od 100 zdrowych 
ochotników bez zmian przednowotworowych i nowotworowych.

Wyniki analizy przedstawiono w tab. 14.

Tabela 14. Rozdział genotypów i alleli analizowanych polimorfizmów genów DLGAP1  
i WIF1 Polimorfizm rs1081062 gen DLGAP1

Genotyp/allel Kontrola % Zmiana 
nowotworowa % Leukoplakia % p˟

TT 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

χ2 = 1,350, p = 506 p˟ – porównanie z kontrolą

Stężenie białka

Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana 
nowotworowa Leukoplakia

TT 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

CC 7,39 ±0,05 1,07 ±0,3 6,07 ±0,04

Polimorfizm rs20491161 gen DLGAP1

Genotyp/allel Kontrola % Zmiana 
nowotworowa % Leukoplakia % p˟

GG 44,9 31,6 23,5 0,256

GT 51,3 24,9 23,8 0,208

TT 47,8 30,5 21,7 0,873

χ2 = 1,602, p = 0,442
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Stężenie białka

Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana 
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

TT 7,32 ±0,29 0,961 ±0,25 6,17 ±0,07

Polimorfizm rs16946051 gen DLGAP1

Genotyp/allel Kontrola % Zmiana 
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

χ2 = 1,056, p = 0,588

Stężenie białka

Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana 
nowotworowa Leukoplakia

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

Genotyp/allel Kontrola % Zmiana 
nowotworowa % Leukoplakia % p˟

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

AG 4,15 28,4 67,4 0,097

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

χ2 = 2,931, p = 0,231

Tabela 14 (cd.)
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Stężenie białka

Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana 
nowotworowa Leukoplakia

CC 6,43 ±0,1 1,23 ±0,6 5,37 ±0,17

CG 6,52 ±0,09 1,51 ±0,6 5,12 ±0,21

GG 6,22 ±0,025 1,47 ±0,5 5,35 ±0,16

Polimorfizm rs34505206 gen WIF1

Genotyp/allel Kontrola % Zmiana 
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

χ2 = 1,958, p = 0,371

Stężenie białka

Genotyp/allel Tkanka bez zmiany Zmiana 
nowotworowa Leukoplakia

CC 6,28 ±0,11 1,2 ±0,51 5,49 ±0,06

CG 6,17 ±0,24 2,1 ±0,23 5,51 ±0,04

GG 6,54 ±0,06 1,9 ±0,07 5,55 ±0,04

Polimorfizm rs56900803 gen WIF 1

Genotyp/allel Kontrola % Zmiana 
nowotworowa % Leukoplakia % p˟

GG 1,13 22,46 76,41 0,953

GT 1,92 20,12 77,96 0,708

TT 1,52 21,66 76,82 0,411

χ2 = 0,821, p = 0,659
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Stężenie białka

Genotyp/allel Kontrola Zmiana 
nowotworowa Leukoplakia

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

TT 6,47 ±0,11 1,5 ±0,4 5,41 ±0,16

Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazała istotności statystycznej 
częstości występowania określonych genotypów, alleli w analizowanych poli-
morfizmach SNP genu DLGAP1, WIF1, w tkance prawidłowej w porówna-
niu z leukoplakią czy tkanką zmienioną nowotworowo. Nie wykazano korela-
cji pomiędzy określonymi allelami genu a stężeniem białka zarówno w tkance 
nowotworowej, leukoplakii, jak i tkance prawidłowej.

Analiza ekspresji miRNA w tkance zmienionej nowotworowo  
i prawidłowej pacjentów z nowotworami jamy ustnej

Wstępna analiza względnej ekspresji 700 miRNA przeprowadzona na 
małej grupie pacjentów (7%) wykazała istotne różnice pomiędzy tkanką pra-
widłową a zmienioną nowotworowo. Około 10–20% analizowanych miRNA 
różniło się ekspresją w obu typach tkanek. Wzrost ekspresji w tkance nowotwo-
rowej wykazywały między innymi miRNA: 29a, 21, 30d, 7d, 375, 345, 181b, 
146a, 649, 518b, 191, 155, 19a, 31, obniżony poziom: 125b, 30a, 106a, 92, 145, 
20, 143 (tab. 15).

Tabela 15. Analiza ekspresji miRNA w tkance zmienionej nowotworowo i prawidłowej, 
przedstawiona jako wartości ln 2-ΔCt

Gen

Tkanka nowotworowa Tkanka prawidłowa
Istotność

statystyczna
Średni 

poziom
ekspresji

Błąd 
standardowy

Średni 
poziom

ekspresji

Błąd 
standardowy

1 2 3 4 5 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

Tabela 14 (cd.)
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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 = 0,979

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

Spośród analizowanych ekspresji miRNA do dalszej analizy na pozostałych 
100 próbkach wybrano sześć miRNA związanych z procesem nowotworzenia: 
miR-29a, miR-21, miR-30a, miR-106a, miR-92, miR-30d. Analizę ekspresji 
wyselekcjonowanych miRNA z uwzględnieniem klasyfikacji TNM i stopnia 
zróżnicowania guza przedstawiają ryc. 17–28.
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Rycina 17. Analiza ekspresji miR-29 w tkance zmienionej nowotworowo (N)  
i pochodzącej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, 

T2 zgodnie z klasyfikacją TNM. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) 
ekspresji badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 
wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 

przedstawiono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01)

Rycina 18. Analiza ekspresji miR-29 w tkance zmienionej nowotworowo (N)  
i pochodzącej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnień 

zróżnicowania tkanki guza. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji 
badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 

wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 
przedstawiono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 19. Analiza ekspresji miR-30a w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie  

z klasyfikacją TNM. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji 
badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 

wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 
przedstawiono jako * (p < 0,05)

Rycina 20. Analiza ekspresji miR-30a w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnień zróżnicowania tkanki 

guza. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji badanego miRNA  
(ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych wykorzystano do oceny 
różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną przedstawiono jako  

* (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 21. Analiza ekspresji miR-21 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie  

z klasyfikacją TNM. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji 
badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 

wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 
przedstawiono jako * (p < 0,05)

Rycina 22. Analiza ekspresji miR-21 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnień zróżnicowania tkanki 

guza. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji badanego miRNA  
(ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych wykorzystano do oceny 
różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną przedstawiono jako  

* (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 23. Analiza ekspresji miR-106a w tkance zmienionej nowotworowo (N)  
i pochodzącej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, 

T2 zgodnie z klasyfikacją TNM. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) 
ekspresji badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 
wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 

przedstawiono jako * (p < 0,05)

Rycina 24. Analiza ekspresji miR-106a w tkance zmienionej nowotworowo (N)  
i pochodzącej od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnień 

zróżnicowania tkanki guza. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji 
badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 

wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 
przedstawiono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Rycina 25. Analiza ekspresji miR-92 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie  

z klasyfikacją TNM. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji 
badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 

wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 
przedstawiono jako * (p < 0,05)

Rycina 26. Analiza ekspresji miR-92 w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnień zróżnicowania tkanki 

guza. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji badanego miRNA  
(ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych wykorzystano do oceny 
różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną przedstawiono jako 

 * (p < 0,05)
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Rycina 27. Analiza ekspresji miR-30d w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stadia Ta, T1, T2 zgodnie  

z klasyfikacją TNM. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji 
badanego miRNA (ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych 

wykorzystano do oceny różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną 
przedstawiono jako * (p < 0,05)

Rycina 28. Analiza ekspresji miR-30d w tkance zmienionej nowotworowo (N) i pochodzącej 
od tego samego pacjenta tkance bez zmiany (K) w podziale na stopnień zróżnicowania tkanki 

guza. Przedstawione wyniki są średnią (± błąd standardowy) ekspresji badanego miRNA  
(ln 2-ΔCt) dla poszczególnych grup. Test t dla prób niezależnych wykorzystano do oceny 
różnic pomiędzy przedstawionymi średnimi, istotność statystyczną przedstawiono jako  

* (p < 0,05), ** (p < 0,01)
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Przedstawiona analiza, przeprowadzona na większej grupie badawczej 
ekspresji wybranych miRNA, potwierdziła wcześniejsze obserwacje. Ekspresję 
badanych miRNA analizowano i próbowano skorelować ze stopniem zaawan-
sowania choroby nowotworowej czy zróżnicowania guza. Uzyskane wyniki 
wykazują pozytywną korelację zmian w ekspresji (spadek czy wzrost) bada-
nych miRNA ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej czy zróżni-
cowania guza. W tab. 16a i 16b przedstawiono % przypadków z podwyższoną 
lub obniżoną ekspresją miRNA w analizowanych grupach.

Tabela 16a. Odsetek przypadków z podwyższoną względną ekspresją wybranych miRNA  
w różnych grupach pacjentów

Klasyfikacja TNM miR-29a miR-21 miR-30d

Ta 31% 23% 23%

T1 42% 58% 42%

T2 45% 52% 53%

Stopień zróżnicowania tkanki guza miR-29a miR-21 miR-30d

G1 25% 38% 31%

G2 28% 49% 39%

Tabela 16b. Odsetek przypadków z obniżoną względną ekspresją wybranych miRNA  
w różnych grupach pacjentów

Klasyfikacja TNM miR-30a miR-92 miR-106a

Ta 21% 23% 15%

T1 37% 48% 17%

T2 35% 59 % 25%

Stopień zróżnicowania tkanki guza miR-30a miR-92 miR-106a

G1 37% 21% 28%

G2 38% 27% 31%

Analiza wyników wykazała, że zarówno dla miRNA wykazujących pod-
wyższoną czy obniżoną ekspresję, wraz ze stopniem zaawansowania choroby 
i stopniem zróżnicowania guza ilość przypadków w różnych grupach pacjen-
tów wykazuje tendencję wzrostową.
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Przeprowadzono analizę korelacji pomiędzy ekspresją badanych miRNA 
a stopniem zróżnicowania tkanki guza i stopniem zaawansowania choroby 
(tab. 17).

Tabela 17. Korelacja pomiędzy względną ekspresją genów strukturalnych i/lub miRNA  
w zależności od stopnia zaawansowania choroby

Stopień Ta Stopień T1 Stopnień T2

Współ-
czynnik

korelacji

Istotność
statystyczna

Współ-
czynnik

korelacji

Istotność
statystycz-

na

Współ-
czynnik

korelacji

Istotność
statystyczna

miR-29a  
vs. miR-106a r = −0,09 p = 0,779 r = 0,12 p = 0,847 r = −0,84 p = 0,006

miR-29a  
vs. miR-30d r = 0,58 p = 0,038 r = 0,56 p = 0,325 r = 0,11 p = 0,830

miR-30a  
vs. miR-106a r = 0,81 p = 0,001 r = 0,79 p < 0,001 r = 0,37 p = 0,473

miR-30a  
vs. miR-92 r = 0,77 p = 0,002 r = 0,79 p = 0,109 r = 0,76 p = 0,132

miR-21  
vs. miR-106a r = 0,29 p = 0,394 r = −0,67 p = 0,211 r = −0,24 p = 0,645

miR-21  
vs. miR-30d r = 0,52 p = 0,067 r = 0,45 p = 0,445 r = 0,83 p = 0,007

miR-106a  
vs. miR-92 r = 0,88 p < 0,001 r = 0,80 p = 0,102 r = 0,79 p = 0,114

miR-106a  
vs. miR-30d r = −0,60 p = 0,032 r = −0,47 p = 0,430 r = −0,21 p = 0,692

DLGAP1  
vs. miR-30a r = 0,29 p = 0,369 r = 0,34 p = 0,571 r = −0,76 p = 0,002

WIF1  
vs. miR-29a r = −0,37 p = 0,219 r = −0,09 p = 0,884 r = −0,87 p = 0,025

Wybrane do badań 6 rodzajów miRNA analizowano pod kątem genów 
docelowych, na których mRNA działają. Dwa z miRNA: 29a i 30a wykazują 
homologię do 3’UTR mRNA analizowanych wcześniej genów: DLGAP1, 
WIF1 (miR-29a – WIF1, miR-30a – DLGAP1). 
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Analiza poziomu ekspresji badanych genów z miRNA wykazała silną nega-
tywną korelację dla ekspresji miR-30a z ekspresją genu DLGAP1, miR-29a 
z WIF1 u pacjentów z bardziej zaawansowaną chorobą nowotworową (tab. 17).

Badania porównawcze ekspresji miR-30a z genem DLGAP1 wykazały silną 
negatywną korelację ekspresji miR-30a z genem DLGAP1 zarówno na pozio-
mie mRNA, jak i białka (ryc. 29a, 29b).

Rycina 29a. Analiza korelacji ekspresji genów DLGAP1 vs. miR-30a u pacjentów (n = 38) ze 
średnio zaawansowanym stadium raka jamy ustnej (stopień II). Względną ekspresję genów 

oszacowano wykorzystując wzór ln 2-ΔΔCt. Współczynnik korelacji Pearsona wynosił  
r = −0,76 (p = 0,002). Przerywanymi liniami przedstawiono 95% przedział ufności

Rycina 29b. Analiza korelacji ekspresji genu miR-30a ze stężeniem produktu białkowego 
genu DLGAP1 pacjentów (n = 38) ze średnio zaawansowanym stadium raka jamy ustnej 

(stopień II). Względną ekspresję genów oszacowano wykorzystując wzór ln 2-ΔΔCt, ilość 
białka przedstawiono w pg/ml. Współczynnik korelacji Pearsona wynosił r = −0,79  

(p = 0,045). Przerywanymi liniami przedstawiono 95% przedział ufności
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22–24 nukleotydowe, jednoniciowe cząsteczki RNA (miRNA) poprzez 
komplementarne przyłączanie do mRNA genu docelowego mogą wpływać na 
jego negatywną potranskrypcyjną regulację ekspresji. Taki mechanizm powo-
duje „wyciszenie” pewnych genów i tym samym potencjalnie pozwala na zatrzy-
manie niekorzystnego mechanizmu aktywowanego np. w komórce nowotwo-
rowej. Stąd też wynika duże zainteresowanie tymi cząsteczkami w kontekście 
terapii przeciwnowotworowej.

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej, na tkankach 
nowotworowych pobranych od pacjentów z rakiem jamy ustnej, wykazano znacz-
nie obniżony poziom ekspresji cząsteczki miR-30a-5p względem zdrowej tkanki 
nieobjętej procesem nowotworowym. Dalsze badania miały na celu określić jej 
potencjalnie terapeutyczne działanie na komórki raka jamy ustnej. Na podstawie 
analizy bioinformatycznej gen DLGAP1 (disks large-associated protein 1) kodu-
jący białko GKAP (guanylate kinase-associated protein), został określony jako 
przypuszczalny gen docelowy dla analizowanego miR-30a-5p. Według najnow-
szych badań białko to bierze udział w regulacji aktywności receptora NMDAR 
(Nmethyl-D-aspartic acid), występującego między innymi w komórkach raka 
płuca, gdzie może wywierać wpływ na procesy związane ze wzrostem i rozwo-
jem komórek nowotworowych.

Celem dalszych badań było określenie, czy cząsteczka miR-30a-5p fak-
tycznie ma możliwość potranskrypcyjnego wyciszania ekspresji genu DLGAP1 
oraz, czy ma pozytywne – antynowotworowe działanie w komórkach raka jamy 
ustnej.

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

Analiza bioinformatyczna wykorzystująca algorytm Target Scan Human 
(http:www.Targetscan.org/vert_72), Diana czy miRDB (http: mirdb.org/cgi-
-bin/search.cgi), wykazała geny stanowiące potencjalne miejsca przyłączania 
dla badanego miR-30a-5p (geny: BCL1A, NT5E, SAIL). Jednym z nich oka-
zał się gen DLGAP1, wykazujący występowanie w rejonie 3’UTR genu dwóch 
potencjalnych miejsc wiązania 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 DLGAP1 z zaznaczonymi dwoma 
miejscami potencjalnego wiązania miR-30a-5p

a)

b)

pozycja 74–81

Rycina 30. (a) Schemat rejonu 3’UTR genu DLGAP1 z zaznaczonymi potencjalnymi 
miejscami wiązania cząsteczki miR-30a; (b) zaznaczone miejsca potencjalnego wiązania się  

z rejonem UTR cząsteczki miR-30a-5p pozycja 21–28 

W celu analizy możliwości wiązania się cząsteczek miRNA-30a-5p z rejo-
nem 3’UTR genu GLPAP1 zaplanowano syntezę par oligonukleotydów o dłu-
gości 53 pz zawierających na końcach miejsca restrykcyjne SacI i XhoI, które 
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pozwoliły na ich wprowadzenie do wektora pmirGLO Dual-Luciferase 
miRNA Target Expression Vector (Promega Corp) hydrolizowanego tymi 
samymi enzymami (ryc. 31). Otrzymane w ten sposób dwa rekombinowane 
wektory: pmirGLO-1 pierwszy zawierający sekwencję 21–28, pmirGLO-2 
drugi z sekwencją 74–81, wykorzystano do transfekcji linii komórkowej 
SCC-25 (ryc.  32). Dodatkowo zaplanowano syntezę par oligonukleotydów, 
które następnie wprowadzono do plazmidu pmirGLO (negatywna kontrola), 
posiadających zmienione sekwencje wiązania miR-30a-5p o długości 53 pz. 
Poprawność sekwencji nukleotydowej sklonowanych fragmentów potwier-
dzono przez sekwencjonowanie.

Wstawka 21–28 UTR

AGTCGAGCT CCTGCATTCAGTCCTGCTGTTTACAATGTGAAATC TCGA GATCG

Wstawka 74–81 UTR

AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTTTACATAGTAATCATTC TCGA GATCG

Rycina 31. Sekwencje oligonukleotydowe zawierające miejsca wiązania z zaznaczonymi 
miejscami restrykcyjnymi

Wstawka 21–28 UTR

5’AGTCGAGCT CCTGCATTCAGTCCTGCTGTTTACAATGTGAAATC 
TCGAGATCG3’

3’TCAGCTCGA GGACGTAAGTCAGGACGACAAATGTTACACTTTAG 
AGCTCTAGC5’

Wstawka 21–28 UTR zmutowana

5’ AGTCGAGCT CCTGCATTCAGTCCTGCTGTAATCAATGTGAAATC 
TCGAGATCG3’

3’ TCAGCTCGA GGACGTAAGTCAGGACGACATTAGTTACACTTTAG 
AGCTCTAGC5’

Wstawka 74–81 UTR

5’ AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTTTACATAGTAATCATTC TCGA GATCG

3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACAAATGTATCATTAGTAAG AGCTCTAGC5’

Wstawka 74–81 UTR zmutowana

5’ AGTCGAGCT CCATTGTAATGACAATGTAATTATAGTAATCATTC TCGAGATCG3’

3’ TCAGCTCGA GGTAACATTACTGTTACATTAATATCATTAGTAAG AGCTCTAGC5’

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

Analizę oddziaływania cząsteczek miR-30a-5p z potencjalnymi miej-
scami ich wiązania w rejonie 3’UTR genu DLGAP1 przeprowadzono na linii 
komórkowej SCC-25. Komórki linii SCC-25 transfekowano cząsteczkami 
miR-30a-5p. Analiza efektów transfekcji komórek cząsteczką miR-30a-5p 
wykazała wzrost jej ekspresji odpowiednio 9 razy po 12 godz. i 8 razy po 24 godz.  
(ryc. 33, 34). Ekspresja miRNA-30a-5p w transfekowanych komórkach ulegała 
stopniowemu obniżeniu odpowiednio w 48 i 72 godz. (około 27% w 48 godz., 
83% w 72 godz. w porównaniu do 12 godz. po transfekcji). Analiza ekspre-
sji potencjalnego genu docelowego dla miR-30a-5p DLGAP1 po transfekcji  
miR-30a-5p uległa zmianie. W trzech niezależnych eksperymentach zaobserwo-
wano po transfekcji komórek miR-30a-5p obniżenie ekspresji genu DLGAP1, 
w przypadku mRNA o 12% jego produktu białkowego – białka GKAP o 83% 
(ryc. 35, 36). Transfekcja komórek SCC-25 cząsteczkami miR-205a-5p nie 
wpłynęła na zmianę ekspresji genu DLGAP1 zarówno na poziomie transkryp-
cji, jak i translacji (ryc. 36).

Rycina 33. Ekspresja miR-30a-5p w komórkach SSC-25 w 12, 24, 48, 72 godz. po transfekcji 
cząsteczką miR-30a-5p. Różnice między średnimi uzyskanymi dla oceny ekspresji miR-30a-5p 

w komórkach przed transfekcją w porównaniu z komórkami po transfekcji miR-30a-5p 
oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną oznaczono jako  

* (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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Rycina 34. Ekspresja miR-30a-5p w komórkach SCC-25 w 24 godz. po transfekcji cząsteczką 
miR-30a-5p. Różnice między średnimi uzyskanymi dla oceny ekspresji miR-30a-5p  

w komórkach przed transfekcją w porównaniu z komórkami po transfekcji miR-30a-5p 
oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną oznaczono jako  

* (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)

Rycina 35. Ekspresja genu DLGAP1 na poziomie mRNAw komórkach SCC-25 w 24 godz. 
po transfekcji cząsteczką miR-30a-5p. Różnice między średnimi uzyskanymi dla oceny 

ekspresji genu DLGAP1 w komórkach przed transfekcją w porównaniu z komórkami po 
transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną 

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 komórkach SCC-25 
w 24 godz. po transfekcji cząsteczką miR-30a-5p. Różnice między średnimi uzyskanymi  

dla oceny ekspresji genu NMDAR2B w komórkach przed transfekcją w porównaniu  
z komórkami po transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność 

statystyczną oznaczono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)

Rycina 36. Ekspresja genu DLGAP1 na poziomie jego białka GKAP w komórkach SCC-25 
w 24 godz. po transfekcji cząsteczką miR-30a-5p. Różnice między średnimi uzyskanymi dla 
oceny ekspresji genu na poziomie translacji w komórkach przed transfekcją w porównaniu  

z komórkami po transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność 
statystyczną oznaczono jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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W komórkach linii komórkowej ludzkiego nowotworu jamy ustnej SCC-25 
potwierdzono na poziomie mRNA (metodą real time PCR) białka (metodą 
ELISA z wykorzystaniem przeciwciał monoklonalnych) ekspresję na ich 
powierzchni receptora NMDAR2B (ryc. 37, 38). Eksperyment przeprowa-
dzono w trzech powtórzeniach. Transfekcja komórek SSC-25 cząsteczką  
miR-30a-5p wpłynęła na zmianę ekspresji genu receptora NMDAR2B zarówno 
na poziomie mRNA, jak i białka, powodując jej obniżenie odpowiednio o 35% 
(mRNA), 26% (białko) (ryc. 37, 38). Transfekcja komórek SCC-25 cząstecz-
kami miR-205a-5p nie wpłynęła na zmianę ekspresji genu kodującego receptor 
NMDAR2B zarówno na poziomie transkrypcji, jak i translacji (ryc. 38).

Rycina 38. (a) Ekspresja receptora NMDAR2B w komórkach SCC-25 w 24 godz. po transfekcji 
cząsteczką miR-30a-5p. Różnice między średnimi uzyskanymi dla oceny ekspresji genu 

NMDAR2B na poziomie białka w komórkach przed transfekcją w porównaniu z komórkami 
po transfekcji miR-30a-5p oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną 
oznaczono jako *** (p < 0,001); (b) Ekspresja receptora NMDAR2B w komórkach SCC-25  

w 24 godz. po transfekcji cząsteczką miR-30a-5p (Western blot). 1. Przed transfekcją  
miR-30a-55; 2. Po transfekcji miR-30a-5p; 3. Po transekcji cząsteczkami miR-205a-5p

a)

b)
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Wiązanie cząsteczek miR-30a-5p z genem docelowym  
przy pomocy genu reporterowego lucyferazy

Analizę wiązania się cząsteczek miR-30a-5p z potencjalnymi miejscami 
w rejonie 3’UTR genu DLGAP1 przeprowadzono, wykorzystując komercyjnie 
dostępny zestaw Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega Corp) oparty na 
systemie lucyferazowym. Komórki linii SCC-25 były transfekowane cząstecz-
kami miR-30a-5p lub kontrolnymi cząsteczkami mirVana miRNA negative 
control i kotransfekowane jednym z wcześniej skonstruowanych plazmidów 
w sześciu wersjach:
I.  plazmid pmirGLO-1 (21–28 UTR),
II.  plazmid pmirGLO-1 zmutowany,
III.  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 komórkach SCC-25 transfekowanych plazmidami zawierającymi sklo-
nowane miejsca wiązania 1, 2 lub oba miejsca 1 i 2 razem, zaobserwowano spa-
dek aktywności lucyferazy.

W przypadku 1 miejsca (21–28 UTR) spadek wynosił 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 aktywności względnej lucyferazy po 
transfekcji plazmidami zawierającymi zmutowane miejsca 1 lub 2, jak również 
pozbawionym wstawki pustym plazmidem pmirGLO (ryc. 33). Obserwowano 
brak zmian w aktywności lucyferazy, wykorzystując do transfekcji komórek 
miRNA negative control zamiast miR-30a-5p cząsteczek kontrolnych mirVana. 
Brak zmian w aktywności lucyferazy dla plazmidów zawierających zmuto-
wane miejsca wiązania miR czy nagiego plazmidu, a statystycznie znamienny 
spadek w przypadku plazmidów zawierających miejsca 1, 2 lub oba, świadczy 
o specyficznym wiązaniu cząsteczek miR-30a-5p z tymi miejscami. Przeprowa-
dzone eksperymenty wykazały różnice w wiązaniu z miejscem 1, porównując 
z 2. Większy spadek obserwowano dla miejsca 1 w porównaniu z 2, co może 
świadczyć o większej specyficzności wiązania miejsca 1. Spadek aktywności był 
największy w przypadku transfekcji komórek dwoma plazmidami 1 i 2 równo-
cześnie, co świadczy o możliwości przyłączenia cząsteczek miR-30a-5p w obu 
miejscach w rejonie 3’UTR genu DLGAP1 (ryc. 39).
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Rycina 39. Względny spadek aktywności lucyferazy w komórkach transfekowanych miR-30a-5p  
i kotransfekowanych jednym z 6 układów plazmidów. Różnice między średnimi uzyskanymi 

dla oceny aktywności lucyferazy w komórkach przed transfekcją w porównaniu z komórkami 
po transfekcji oszacowano testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną oznaczono 

jako * (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)

Analiza żywotności komórek SSC-25 po transfekcji miR-30a-5p

Wpływ wyciszania genu DLGAP1 przez cząsteczki miR-30a-5p w transfe-
kowanych komórkach SCC-25 na proliferację komórek rakowych badano przy 
użyciu testu MTT. Test MTT ocenia żywotność komórek za pomocą reakcji 
redukcji soli tetrazolowej (MTT – substratu rozpuszczalnego w wodzie o zabar-
wieniu białym lub żółtym) do nierozpuszczalnego formazanu (o zabarwieniu 
ciemno-niebieskim). Ilość barwnego zredukowanego MTT jest proporcjonalna 
do aktywności oksydacyjnej mitochondriów komórki.

Uzyskane wyniki wskazują na spadek ilości zdolnych do przeżycia komó-
rek po transfekcji miR-30a-5p odpowiednio 30% po 12 godz., 61% po 24 godz. 
(ryc. 40a, b).
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Rycina 40. Analiza żywotności komórek SCC-25 po transfekcji cząsteczkami miR-30a-5p 
wykonana testem MTT. Przedstawione wyniki stanowią średnią (± SD) z trzech oddzielnych 

eksperymentów. Różnice między średnimi uzyskanymi dla oceny żywotności komórek 
przed transfekcją w porównaniu z komórkami po transfekcji oszacowano testem t dla prób 

zależnych, a istotność statystyczną oznaczono jako ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)

a)

b)
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Analiza procesu apoptozy z zastosowaniem  
cytometrii przepływowej 

Komórki SCC-25 po transfekcji cząsteczkami miR-30a-5p analizowano 
przy pomocy cytometrii przepływowej z użyciem odczynników, których użyto 
do uwidaczniania komórek apoptotycznych (AneksynaV-FITC) i nekrotycz-
nych (jodek propidyny). Przeprowadzona analiza wykazała różnice pomiędzy 
liczbą komórek apoptotycznych oraz nekrotycznych w komórkach nietransfe-
kowanych i transfekowanych miR-30a-5p (ryc. 41, 42; tab. 18).

Rycina 41. Wpływ transfekcji miR-30a-5p na apoptozę komórek linii SCC-25

a)

b)
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Histogram przedstawia wyniki eksperymentu zmierzone za pomocą cyto-
metrii przepływowej z aneksyną V i jodkiem propidyny. W kwadrancie F-- znaj-
dują się komórki żywe; w F+- komórki wczesnoapoptotyczne; w F++ komórki 
późnoapoptotyczne; w F-+ komórki nekrotyczne. FITC-A oznacza fluorescen-
cję aneksyny V; PE-A – jodku propidyny.
A) komórki kontrolne;
B) komórki po transfekcji miR-30a-5p.

Rycina 42. Różnice procentowe w liczbie komórek populacji Q1–Q4 dla komórek 
transfekowanych i nietransfekowanych miR-30a-5p. Q1 – komórki nekrotyczne,  

Q2 – komórki późnoapoptotyczne, Q3 – komórki żywe, Q4 – komórki wczesnoapoptotyczne

Tabela 18. Liczebność populacji komórek (średnie procentowe) transfekowanych  
i nie transfekowanych cząsteczkami miR-30a-5p dwóch eksperymentów,  

w trzech powtórzeniach

Q1 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

* Q1 – komórki nekrotyczne, Q2 – komórki późnoapoptotyczne, Q3 – komórki żywe,  
Q4 – komórki wczesnoapoptotyczne w 24 godz. po transfekcji. Przedstawione wyniki stanowią 
średnią (± SD) z trzech oddzielnych eksperymentów.

Przeprowadzona analiza wykazała zmiany % w rozkładzie komórek. Trans-
fekcja miR-30a-5p zmniejszyła ilość komórek żywych o 67%, zwiększyła ilość 
komórek późno apoptotycznych o 75% i wczesno apoptotycznych o 82,5%. 
Oznaczenia przeprowadzono w 24 godzinie po transfekcji. 

Analizowano wpływ miR-30a-5p pod kątem cyklu komórkowego. W opar-
ciu o uzyskane wyniki można stwierdzić, że transfekcja komórek SCC-25 czą-
steczkami miR-30a-5 indukuje procesy apoptozy w komórkach, nie wywołu-
jąc nekrozy. Konsekwencją zachodzących procesów jest najprawdopodobniej 
zatrzymanie cyklu komórkowego, poprzez blokowanie podziału komórek 
nowotworowych (ryc. 43, 44).
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Rycina 43. Histogram przedstawia cykl komórkowy komórek linii SCC-25 po transfekcji 
miR-30a-5p. Są to wyniki jednego eksperymentu zmierzone za pomocą cytometrii 
przepływowej z jodkiem propidyny. PE-A oznacza fluorescencję jodku propidyny;  

Count – ilość zliczeń komórek w danej fazie cyklu komórkowego
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Rycina 44. Procent komórek linii SCC-25 nie transfekowanych (kontrolnych K) 
i po transfekcji (transfekowanych T) znajdujących się w poszczególnych etapach 

cyklu komórkowego. Komórki poddano inkubacji z ARA12 przez 24 godz. Wyniki są 
przedstawione jako średnia trzech powtórzeń ± SEM. Różnice między średnimi uzyskanymi 

dla komórek przed transfekcją w porównaniu z komórkami po transfekcji oszacowano  
testem t dla prób zależnych, a istotność statystyczną oznaczono jako  

* (p < 0,05), ** (p < 0,01), *** (p < 0,001)
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DYSKUSJA

W ostatnim dziesięcioleciu obserwuje się istotny wzrost ilości zachorowań 
jak również śmiertelności z powodu nowotworów złośliwych, w tym rejonu 
głowy i szyi. Zdecydowana większość nowotworów głowy i szyi jest pocho-
dzenia płaskonabłonkowego. Płaskonabłonkowe nowotwory głowy i szyi zaj-
mują szóste miejsce, jeżeli chodzi o częstość występowania na świecie. Co 
roku wykrywanych jest 600 000 nowych przypadków tego rodzaju nowotwo-
rów, które stanowią przyczynę ponad 350 000 zgonów. Badania histologiczne 
wskazują, że w około 95% tego rodzaju nowotworów występuje rak płasko-
nabłonkowy, znacznie rzadziej inne typy jak rak gruczołowy, brodawkowaty 
czy nabłonkowy. Głównym czynnikiem egzogennym powstawania i rozwoju 
nowotworów głowy i szyi, w tym raka języka, są kancerogeny – substancje 
zawarte w dymie tytoniowym, wysokoprocentowe alkohole czy infekcje wiru-
sowe. Dużym problemem w leczeniu tego rodzaju nowotworów są ograniczone 
możliwości zastosowania chemioterapii z powodu ich niewielkiej chemiowraż-
liwości. Intensywnie poszukuje się nowych związków, które modyfikowane 
chemicznie wspomogą aktywność chemioterapeutyczną lub standardową che-
mioterapię [150–156].

W ostatnich latach w wielu doniesieniach naukowych zwracana jest uwaga 
na istotną rolę epigenetycznej kontroli ekspresji genów związanych z regulacją 
cyklu komórkowego, naprawą DNA, apoptozą, która obok zmian w genomie 
w postaci mutacji w określonych genach, odgrywa bardzo ważną rolę w patogene-
zie zmian nowotworowych. Dokładna analiza modyfikacji epigenetycznej genów 
zaangażowanych w proces nowotworzenia, pozwoli na poznanie procesu trans-
formacji nowotworowej oraz praktyczne zastosowanie jej w diagnostyce i tera-
pii przeciwnowotworowej. Najlepiej poznaną modyfikacją epigenetyczną jest 
metylacja DNA.

Metylacja DNA [157–159], kowalencyjna modyfikacja histonów, stanowi 
sposób, za pośrednictwem którego na genom człowieka działają związki o cha-
rakterze chemoprewencyjnym czy chemioterapeutyki, modyfikując ekspresję 
genów zaangażowanych w powstawanie i rozwój nowotworów. Hypermety-
lacja rejonów promotorowych genów supresorowych, hipometylacja proto-
onkogenów prowadzi do ich inaktywacji lub, jak w przypadku drugiej grupy 
genów, pobudzenia. W warunkach fizjologicznych metylacja jest procesem 
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bardzo istotnym w obronie komórki przed obcym DNA, bierze między innymi 
udział w wyłączaniu jednego z chromosomów X czy piętnowaniu rodziciel-
skim. Modyfikacje histonów poprzez ich acetylację, metylację DNA są proce-
sami zintegrowanymi ze sobą, pozwalającymi na prawidłowe funkcjonowanie 
komórki. Zakłócenie tego powiązanego ze sobą układu prowadzi do: wycisze-
nia genów supresorowych, aktywacji protoonkogenów, destabilizacji struktury 
chromosomów, a w konsekwencji do niestabilności i rearanżacji chromoso-
mów, co zapoczątkowuje zmiany w prawidłowo funkcjonujących komórkach, 
przekształcając je w komórki nowotworowe [160, 161]. Metylacja DNA 
w komórkach nowotworowych, w porównaniu z prawidłowymi, ulega poważ-
nemu zaburzeniu, prowadząc między innymi do hipermetylacji wysp CpG 
genów zaangażowanych w regulację cyklu komórkowego (RB, p15 INK4a, 
p16 INK4a, p14 ARF), naprawy uszkodzeń w DNA (MGMT, BRCA1), pro-
cesu apoptozy (TMS1, DAPK), detoksykacji, różnicowania komórek, oporno-
ści lekowej czy angiogenezy. W prawidłowych tkankach metylacja reszt cyto-
zyny w DNA jest szacowana na poziomie 0,75–1% wszystkich nukleotydów 
w DNA. 5-metylocytozyna zlokalizowana głównie w sekwencjach CpG boga-
tych u pacjentów z nowotworami głowy i szyi, w tym jamy ustnej, występuje 
w 70% [160, 161]. Na podstawie zintegrowanej analizy bioinformatycznej 
[162] zidentyfikowano geny o różnym poziomie metylacji w raku płaskona-
błonkowym jamy ustnej: 24 geny o obniżonej metylacji (hipometylowane) 
i 28 genów o podwyższonej metylacji (hipermetylowanych), zaangażowanych 
w procesy regulacji odpowiedzi immunologicznej, głównie związanej ze szla-
kami sygnalizacji komórkowej PI3K-AKT i EMT.

W grupie analizowanych genów o zmienionym profilu metylacji wyodręb-
niono trzy onkogeny ulegające hipometylacji (ABL2, IL7R, CDK14), zaanga-
żowane m.in. w procesy związane z wrodzonym układem odpornościowym, 
transportem nabłonek-mezenchyma, transportem glicerolu z adipocytów 
do wątroby za pośrednictwem akwaporyny i cztery hypermetylowane geny 
supresorowe (C2orf40, EPB41L3, GPX3, WIF1) związane z zapoczątkowa-
niem obrony immunologiczej, zapalnej cytotoksyczności komórek, adhezji 
komórkowej, odontogenezy czy transportu transferryny. Analizowane geny 
supresorowe są zaangażowane w szlak sygnalizacyjny mTOR, PI3K klasy I, 
w którym pośredniczy białko AKT, szlak insulinowy i szlak proteoglikanowo-
-syndykanowy, podczas gdy onkogeny są zaangażowane w szlak TGF-β, jądrowy 
SMAD-2 receptora Trk, p75(NTR) czy α6 β4 integryny. Proces nowotworze-
nia jest ściśle związany z odpornością. Układ immunologiczny powinien rozpo-
znawać i niszczyć komórki nowotworowe. Zmiany fenotypowe, które dokonują 
się w komórce nowotworowej, powodują, że nie podejmuje ona odpowiedzi 
immunologicznej poprzez mechanizmy tzw. ucieczki immunologicznej. Szlak 
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sygnalizacyjny PI3K-AKT-mTOR [163] odgrywa w komórce kluczową rolę, 
regulując podziały komórkowe, wzrost, przeżycie czy angiogenezę komórek 
rakowych.

Inną bardzo ważną funkcją tego szlaku jest wyciszanie procesu apoptozy 
komórki poprzez hamowanie powstawania czynników proapoptotyczych, 
a aktywację antyapoptotycznych. Szlak sygnalizacji komórkowej PI3K jest 
hamowany przez kinazę PTEN [164], której zmniejszoną ekspresję, a wzmo-
żoną aktywność szlaku PI3K-AKT-mTOR obserwuje się w onkogenezie. 
Ostatnie dane sugerują [165], że szlak PI3K-AKT-mTOR odgrywa kluczową 
rolę w samoodnawianiu komórek macierzystych, oporności na chemioterapię 
lub radioterapię. Trzema hypometylowanymi onkogenami były geny: ABL2, 
IL7R, CDK14. Gen ABL2 koduje białko, które należy do niereceptorowych 
kinaz białkowych tyrozyny. Podobnie jak produkt białkowy onkogenu, c-ABL 
bierze udział w zmianach związanych z przegrupowaniem włókien białkowych 
w obrębie cytoszkieletu komórki [166]. Ulega ekspresji zarówno w komórkach 
prawidłowych, jak i nowotworowych, biorąc między innymi udział w translo-
kacji genu ETV6 w białaczkach [166]. Wysoka ekspresja genu ABL2 źle rokuje 
w raku wątrobowokomórkowym, a jego nadekspresja sprzyja migracji i inwazji 
komórek rakowych raka piersi i gruczołu krokowego [167–170].

Produkt białkowy genu IL7R jest receptorem dla interleukiny 7 (IL7) 
i odgrywa istotną rolę w procesie rekombinacji V(D)J podczas rozwoju limfo-
cytów [171–173]. Mutacje tego genu mogą być związane z ciężkim złożonym 
niedoborem odporności (SCID) [174]. Hypometylacja genu IL7R prowadzi 
do jego wysokiej ekspresji w płaskonabłonkowych nowotworach języka, co 
może wpływać na przeciwnowotworową odpowiedź immunologiczną pod-
czas karcynogenezy. Białko CDK14, członek rodziny kinaz białkowych zwią-
zanych z CDC2, reguluje progresję cyklu komórkowego i proliferację komó-
rek przez interakcję z białkiem CCDN3 [171]. Wysoka ekspresja genu CDK14 
jest związana ze złym rokowaniem w kostniakomięsaku [172], a w nowotwo-
rach płaskonabłonkowych jamy ustnej może działać jako promotor prolifera-
cji tego typu nowotworów. Trzy geny, które ulegały hypometylacji, co wiązało 
się z ich nadekspresją, mogą odgrywać istotną rolę w procesie nowotworze-
nia raków płaskonabłonkowych jamy ustnej. Analiza bioinformatyczna wyka-
zała hypermetylację genów: C2off40, EPB41L3, GPX3, WIF1. Gen C2off40 
koduje białko związane bezpośrednio z takimi chorobami jak rak przełyku [175]. 
W organizmie stymuluje starzenie komórek prekursorowych oligodendrocytów 
i komórek nerwowych, powodując zatrzymanie fazy G1 cyklu komórkowego, 
defosforylację białka RB i przyspieszoną degradację proteosomalną białek: 
CCND1, CCND3 [176]. Białko EPB41L3 jest uznawane za supresor nowotwo-
rów, hamujący proliferację komórek, pobudzający proces apoptozy [177]. Niska 
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ekspresja genu białka EPB41L3 w nowotworach przełyku, raka wątrobowoko-
mórkowego sprzyja migracji, inwazji komórek i jest związana ze złym rokowa-
niem [178–180]. Produkt białkowy genu GPX3 należy do rodziny peroksydaz 
glutationowych, które katalizują reakcje redukcji organicznych wodorotlen-
ków, nadtlenku wodoru przez glutation, chroniąc w ten sposób komórki przed 
uszkodzeniem oksydacyjnym [181]. Obniżenie ekspresji tego genu w wyniku 
hipermetylacji obserwowano w nowotworach tarczycy, raku wątrobowoko-
mórkowym, przewlekłej białaczce szpikowej. Niska ekspresja genu GPX3 jest 
biomarkerem złego rokowania w raku pęcherzyka żółciowego, a jego wycisze-
nie sprzyja przerzutowaniu w nowotworach tarczycy [182, 183]. Białko, pro-
dukt translacji genu WIF1, hamuje ekspresję białek Wnt, które są zewnątrzko-
mórkowymi cząsteczkami sygnałowymi, odgrywającymi ważną rolę w rozwoju 
embrionalnym [184]. Wyciszenie genu supresorowego WIF1 w bardziej 
zaawansowanych stadiach obserwowano w różnych nowotworach takich jak: 
rak gruczołu krokowego, sutka, pęcherza moczowego [185]. Działając jako 
inhibitor szlaku sygnałowego, Wnt może regulować ekspresję genów SKP2, 
c-Myc, prowadząc do zatrzymania cyklu komórkowego w fazie G1, hamowania 
proliferacji w komórkach pęcherza moczowego [186, 187].

Luca Morandi i wsp. [188] w swojej pracy analizowali stopień metylacji 
sekwencji promotorowych 8 wybranych genów: GP1BB, ZAP70, KIF1A, p16 
[CDKN2A], CDH1, miR137 i miR375 u pacjentów ze zmianami przednowo-
tworowymi, porównując z chorymi, u których zdiagnozowano płaskonabłon-
kowy nowotwór jamy ustnej. Wykazano znaczące różnice w stopniu metylacji 
badanych genów w dwóch analizowanych grupach pacjentów. Promotor genu 
ZAP70 jest hipermetylowany w 100% u pacjentów ze zmianami nowotworo-
wym, a 28,6% u pacjentów ze zmianami przednowotworowymi. Hipomety-
lację sekwencji nukleotydowej promotora genu GP188 stwierdzono u 90,9% 
chorych ze zmianami nowotworowymi, a 25% u pacjentów ze zmianami przed-
nowotworowymi. Wykazano ponadto, że hipermetylacja genu KIF1A jest bez-
pośrednio związana z mutacjami w genie supresorowym TP53, który jest odpo-
wiedzialny m.in. za kontrolę cyklu komórkowego, procesy apoptozy [188].

Z przeprowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej badań, w oparciu 
o wcześniejsze badania i doniesienia literaturowe, wybrano 16 genów (pełnią-
cych w organizmie rolę genów supresorowych, protoonkogenów) w celu ana-
lizy stopnia ich zmetylowania u 20 pacjentów z leukoplakią i u 120 pacjentów ze 
zmianami nowotworowymi. Kontrolę każdorazowo w stosunku do tkanki zmie-
nionej nowotworowo i przednowotworowo stanowiła tkanka zdrowa. Do ana-
liz wybrano geny: CDKN2B, ATM, TIMP3, APC, CDKN2A, MLH1, RARB, 
CHFR, DLGAP1, C2orf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, TP73, CDH13, 
WIF. Analiza stopnia metylacji wykazała, że genami, które najczęściej ulegały 
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metylacji w badanej grupie chorych ze zmianami nowotworowymi, były: WIF1 
(46,6%), GPx (41,6%), najrzadziej: CHFR (1,6%), CDK1B (1,6%).

W przypadku genu DLGAP1 zaobserwowano obniżenie metylacji w sto-
sunku do tkanki prawidłowej (−35,8%) – hypometylację. U pacjentów z leu-
koplakią procent metylacji analizowanych genów pozostawał na niskim pozio-
mie (poniżej 10%). W kolejnym etapie badań próbowano skorelować stopień 
metylacji genów z klinicznym zaawansowaniem choroby (klasyfikacja TNM). 
Analiza statystyczna otrzymanych wyników wykazała istotnie statystyczną 
korelację stopnia metylacji badanych genów z klinicznym stopniem zaawanso-
wania choroby TNM tylko w przypadku genu DLGAP1. Analizowane geny 
wykazywały zróżnicowany stopień metylacji wraz ze stopniem złośliwości 
nowotworu. Wyższą częstość metylacji, jeżeli chodzi o stopnień złośliwo- 
ści nowotworu G1 względem G2, wykazywały geny: RARβ, APC, CHFR, 
przeciwnie – niższą częstość geny: TIMP3, DLGAP1, C2orf40, GPX3, 
CDKN1B, EPB41L3, CDH13, WIF1. Dalszą analizę przeprowadzono dla 
wybranych dwóch genów: DLGAP1 i WIF1. Badania genów DLGAP1 i WIF1 
w oparciu o model regresji logistycznej, wykorzystując jako zmienne objaśnia-
jące metylacje w analizowanych genach, wykreślone krzywe ROC – wykazały, 
że ocena stopnia metylacji (hiper, hypometylacji) analizowanych genów może 
być potencjalnie przydatna w ocenie stopnia złośliwości nowotworu G1, G2. 
Analiza ilorazu szans wykazała, że prawdopodobieństwo wystąpienia stopnia 
G2 złośliwości guza jest ponad 6,5-krotnie wyższe w przypadku zmian mety-
lacji genu DLGAP1, 4-krotne w przypadku genu WIF1. Kolejny etap badań 
stanowiła analiza ekspresji genów DLGAP1, WIF1 na poziomie mRNA białka 
u pacjentów z leukoplakią, płaskonabłonkowym nowotworem jamy ustnej 
oraz próba korelacji stopnia metylacji genów z ich ekspresją. Zmiany w ekspre-
sji badanych genów obserwowano zarówno na poziomie mRNA, jak i białka. 
Wzrost ekspresji genu DLGAP1 obserwowano u chorych z leukoplakią jak 
i chorych z różnym stopniem złośliwości nowotworu płaskonabłonkowego 
jamy ustnej. Analiza ekspresji genu WIF1 wykazała odwrotną korelację. Uzy-
skane wyniki wskazują na istotną rolę metylacji jako czynnika epigenetycznego 
w regulacji ekspresji genów DLGAP1, WIF1.

Od wielu lat badania z zakresu biologii molekularnej, diagnostyki moleku-
larnej człowieka skoncentrowane są na poszukiwaniu miejsc polimorficznych 
w sekwencjach genów, szczególnie zmian jednonukleotydowych (SNP – single 
nucleotide polymorphism), korelacji występowania określonych genotypów alleli 
genów z ekspresją genu na poziomie mRNA białka. W przedstawionej do oceny 
pracy postanowiono sprawdzić na ile znane miejsca polimorficzne w sekwen-
cji genów DLGAP1 i WIF1, różnią się częstością występowania alleli, genoty-
pów i czy zmiany mają wpływ na poziom ekspresji genów. W badanych genach 
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u pacjentów z leukoplakią i zmianami nowotworowymi przeprowadzono 
analizę trzech polimorfizmów pojedynczego nukleotydu dla każdego genu: 
rs1081062, rs20491161, rs16946051 w genie DLGAP1, WIF1 rs34203757, 
rs34505206, rs56900803. Przeprowadzona analiza statystyczna nie wykazała 
istotności statystycznej częstości występowania określonych genotypów, alleli 
w analizowanych polimorfizmach SNP genu DLGAP1, WIF1 w tkance prawi-
dłowej w porównaniu z leukoplakią czy tkanką zmienioną nowotworowo. Nie 
wykazano korelacji pomiędzy występowaniem określonych genotypów, alleli 
genu, a stężeniem białka zarówno w tkance nowotworowej oraz tkance z leuko-
plakią, w porównaniu z tkanka prawidłową. Badane w pracy habilitacyjnej poli-
morfizmy w genie DLGAP1 analizowano w różnych jednostkach chorobowych 
w tym w schizofrenii [156]. W DNA pacjentów chorych na schizofrenię anali-
zowano sześć opisanych w literaturze zmian sekwencji nukleotydowej w genie 
DLGAP1 pięciu SNP (rs145691437, rs3786431, rs201567254, rs3745051, 
rs11662259) i jedną rzadką mutację typu missense (c.1922A>G). Przeprowa-
dzone analizy nie wykazały zależności częstości występowania odpowiednich 
genotypów badanych SNP pomiędzy pacjentami ze schizofrenią a grupą kon-
trolną [156].

W pracy Li i wsp. [189] analizowano inne miejsce polimorficzne w genie 
DLGAP1 rs11081062 i rs26728 genu EFNA5 (Efryna-A-5) – członka ge- 
nów efryny, którego produkt białkowy zapobiega wiązaniu aksonów u pacjen-
tów z zaburzeniami depresyjno-kompulsywnymi. Nie znaleziono związku mię-
dzy polimorfizmem SNP rs11081062 genu DLGAP1, rs11081062 i rs26728 
genu EFNA5(Efryna-A5) – członka genów efryny, którego produkt biał-
kowy zapobiega wiązaniu aksonów u pacjentów z zaburzeniami depresyjno- 
-kompulsywnymi populacji chińskiej. Nie wykazano zależności statystycznych 
w występowaniu alleli w obu analizowanych polimorfizmach. 

Powiązania zaobserwowano natomiast u pacjentów z zaburzeniami  
depresyjno-kompulsywnymi, prezentującymi różne podfenotypy. Zhang i wsp. 
analizowali polimorfizm rs2049161 genu DLGAP1 u dzieci z zespołem nadpo- 
budliwości ADHD [190]. Wykazano związek częstości występowania alleli 
polimorfizmu rs2049161 genu DLGAP1 z elastycznością poznawczą oraz szla-
kiem wzrostu neurytów związanych z objawami ADHD.

Innym rodzajem zmian epigenetycznych, którym ulegają geny na pozio-
mie mRNA, są cząsteczki miRNA. Odgrywają one bardzo ważną rolę w regu-
lacji ekspresji genów. miRNA to jednoniciowe 20–22 nukleotydowe cząsteczki 
RNA powstające w cytoplaźmie ze swoich prekursorów pre miRNA, transkry-
bowanych w jądrze komórkowym. Rozpoznając określone sekwencje w regio-
nie 3’-UTR docelowych cząsteczek matrycowych RNA i wiążąc się z nimi, 
przeprowadzają ich hydrolizę, w ten sposób hamują biosyntezę konkretnego 



125Dyskusja

białka. Regulując ekspresję genów biorą udział w licznych procesach komórko-
wych, takich jak proliferacja, różnicowanie, embriogeneza, angiogeneza, apop-
toza, czy kontrola syntezy licznych onkogenów i genów supresorowych zaan-
gażowanych w proces nowotworowy. Dzięki temu, że miRNA są odporne na 
działanie endo i egzogennych RNAz w osoczu, surowicy, świeżo mrożonych 
tkankach czy bloczkach parafinowych, są doskonałym materiałem diagno-
stycznym, terapeutycznym. Duża stabilność cząsteczek nawet w temperaturze 
pokojowej pozwala traktować cząsteczki miRNA jako potencjalne biomarkery, 
biorąc pod uwagę – z diagnostycznego punktu widzenia, potrzebę wielokrot-
nego mrożenia i rozmrażania. Ekspresja ponad 30% ludzkich genów kontro-
lowana jest przez odpowiednie cząsteczki miRNA. W DNA geny miRNA są 
często zlokalizowane w rejonach miejsc łamliwych chromosomów (fragile sites) 
podatnych na uszkodzenia. Zmiany w genomie powstałe w wyniku uszkodzeń 
takie jak delecje, amplifikacje, translokacje, włączanie obcych cząsteczek DNA  
np. wirusa HPV (human papilloma virus), mogą mieć wpływ zarówno na eks-
presję genów kodujących białka związane z procesem nowotworowym: geny 
supresorowe, protoonkogeny białek będących supresorami nowotworzenia 
jak i ekspresję miRNA. Zmiana ekspresji miRNA jest obserwowana w różnego 
rodzaju nowotworach [191]. Różnorodność genów, których ekspresja jest 
regulowana przez cząsteczki miRNA, powoduje, że w procesie nowotworo-
wym mogą zachowywać się jak onkogeny i jak supresory transformacji.

Na podstawie analizy poziomu ekspresji konkretnych miRNA można pró-
bować identyfikować tkanki zmienione nowotworowo. Profilowanie ekspresji 
określonych cząsteczek mikro-RNA, może być uzupełniającym narzędziem 
diagnostycznym wykorzystywanym w ocenie stopnia zaawansowania choroby 
nowotworowej, określenia potencjalnego czasu przeżycia, czy być bardzo istot-
nym czynnikiem przy wyborze spersonalizowanego leczenia. Szereg badań 
opublikowanych w ostatnim czasie wskazuje na takie możliwości. Przykładowo 
wysoka ekspresja cząsteczek z grupy miR-183 takich jak miR-96, miR-182, 
miR-183 zarówno w surowicy, jak również w komórkach nowotworowych może 
być istotnym czynnikiem w diagnostyce niedrobnokomórkowego raka płuc.

Przeprowadzone badania wykazały, że nadekspresja cząsteczek miR-182 
jest związana z wystąpieniem przerzutów do węzłów chłonnych, podczas gdy 
nadekspresja cząsteczek miR-183 z zahamowaniem procesu apoptozy, migra-
cji, naciekania na sąsiadujące tkanki, procesem tworzenia przerzutów [192] 
– co jest bezpośrednio związane ze skróceniem przeżycia organizmu. Dodat-
kowo Sarver i Subramanian [6] wskazują na możliwość obniżania ekspresji 
genów supresorowych: EGR1 (early growth response 1) i PTEN (phosphatase 
and tensin homolog) [193] przez nadekspresję cząsteczek miR-183. W pracy 
Wang XC i wsp. [194] skorelowano związek obniżonej ekspresji miR-451 
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w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc z przerzutami do węzłów 
chłonnych, co przekłada się na stopień zaawansowania choroby, skrócony 
czas przeżycia w szczególności u osób palących. Ekspresja cząsteczek miR-21 
jest istotna w rozwoju nowotworów prostaty. Nadekspresja miR-21 wpływa 
na rozrost tkanki nowotworowej, migrację komórek guza, naciekanie sąsia-
dujących komórek, a w konsekwencji przerzutowanie – najprawdopodobniej 
w wyniku wyciszenia tak istotnych genów jak: TPM1 (tropomyosin alpha-1), 
PDCD4 (programmed cell death protein 4), czy MARKCS (myristoylated alani-
nerich protein kinase C substrate) [195]. Inne cząsteczki – miR-141, miR-200b  
i miR-200c – wydzielane do krwiobiegu mogą być istotne we wczesnym wykry-
waniu nowotworów prostaty [196].

Nadekspresja cząsteczki miR-21, posiadającej funkcję onkogenu, w komór-
kach raka trzustki związana jest ze złym rokowaniem oraz wystąpieniem prze-
rzutów do węzłów chłonnych, podczas gdy obniżona ekspresja miR-150 – okre-
ślanego jako supresor nowotworu, wpływa na zwiększoną produkcję białka 
mucyny-4, odpowiedzialnego za ruchliwość i przerzuty [196]. Podwyższona 
ekspresja miRNA-21 prawdopodobnie związana jest z agresywnym typem 
przewodowego gruczolakoraka trzustki, stymulując jego powstawanie i rozwój. 
Cząsteczki miR-21 mogą wyciszać szereg genów związanych z procesem nowo-
tworzenia tkankowego inhibitora metaloproteinazy 3 (TIMP3) i czynnika pro-
gramowanej śmierci komórki 4 – PDCD4 – programmed cell death 4 (neoplastic 
transformation inhibitor) [197]. W powstawaniu i rozwoju nowotworów żołądka 
obserwuje się obniżoną ekspresję miR-148a, co koreluje z krótszym czasem 
przeżycia chorych [198]. Obniżona ekspresja miR-146a, dla której celem są 
mRNA genów IRAK1 (interleukin-1 receptor-associated kinase 1), EGFR (epi-
dermal growth factor receptor), odpowiada za proces przerzutów [199]. Kolejna 
grupa 37 miRNA związana jest z nowotworami piersi, dla 23 rodzajów miRNA 
obserwuje się wzrost ekspresji, a dla 14 rodzajów miRNA spadek [200]. Trzy czą-
steczki o obniżonej ekspresji: miR-10b, miR-125b oraz miR-145 pełnią funkcję 
supresorów, dwie o podwyższonej ekspresji: miR-21 i miR-155 pełnią funk-
cję onkogenów. Podobnie w nowotworach szyjki macicy obserwuje się zmie-
nioną ekspresję 70 rodzajów miRNA, z których dla 68 rodzajów udowodniono 
podwyższoną ekspresję, a dla dwóch: miR-149 i miR-203 obniżoną. Jedna 
z cząsteczek ulegająca nadekspresji miRNA-127 jest prawdopodobnie odpo-
wiedzialna za tworzenie przerzutów [201]. W nowotworach jelita grubego dla 
6 cząsteczek ulegających nadekspresji: miR-21, miR-31, miR-183, miR-17-5p, 
miR-20a oraz miR-92 i dwóch: miR-21, miR-31 wykazano korelację z rozwo-
jem tego rodzaju nowotworu [202]. Z cząsteczek miRNA o zmienionej eks-
presji (obniżonej) w nowotworach złośliwych wątroby bardzo ważną rolę przy-
pisuje się miR-122. Cząsteczki miR-122 biorą aktywny udział w zmniejszaniu 
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ekspresji genu ADAM17 (ADAM metallopeptidase domain 17), odpowiedzial-
nego za tworzenie przerzutów oraz aktywność antyapoptotyczną [203]. Ze 
zmienioną ekspresją miRNA mamy do czynienia w nowotworach głowy i szyi, 
w tym nowotworach jamy ustnej. Metaanaliza 35 publikacji obejmująca ponad 
pięć tysięcy osób, przeprowadzona przez Can i wsp. [204], zwróciła uwagę na 
28 miRNA ulegających nadekspresji i 11 miRNA o obniżonej ekspresji, z których 
miR-15a, miR-22, miR-31, miR-451 i miR-1297 miały wysoką wartość diagno-
styczną. W kolejnej metaanalizie – obejmującej 15 badań u 1200 osób – prze-
prowadzonej przez Troiano i wsp. [205], podjęto próbę oceny prognostycz-
nej tkankowych miRNA i korelacji zmian w ekspresji z przeżyciem pacjentów 
z nowotworami jamy ustnej. Złe rokowanie dla pacjentów związane było z pod-
wyższonymi 9 miRNA (miR-21, miR-455-5p, miR-155-5p, miR-372, miR-373, 
miR-29b, miR-1246, miR-196a i miR-181) i obniżonymi 7 miRNA (miR-204, 
miR-101, miR-32, miR-20a, miR-16, miR-17 i miR-125b).

W badaniach [206] celem była analiza udziału miRNA w chorobach 
przyzębia podczas zapalenia przyzębia i raka płaskonabłonkowego jamy ust-
nej. Analiza miRNA wykazała, że miR-142-3p, miR-146a, miR-155, miR-203 
i miR-223 są najważniejszymi miRNA w chorobach przyzębia i raku płaskona-
błonkowym jamy ustnej.

Cząsteczki miRNA były również badane pod kątem możliwości ich 
wykorzystania jako nieinwazyjnych biomarkerów, oznaczanych w komór-
kach jamy ustnej pacjentów z płaskonabłonkowym nowotworem jamy ustnej 
[207]. Celem tego badania była analiza ekspresji panelu miRNA w komór-
kach nabłonkowych zebranych przez szczotkowanie doustne, u pacjentów 
z nowotworami jamy ustnej, z obszarów regeneracyjnych po zabiegu resekcji 
guza i w odpowiednio odległej prawidłowej błonie śluzowej. Analiza ekspresji 
ośmiu miRNA: miR-21, miR-375, miR-345, miR-181b, miR-146a, miR-649, 
miR-518b i miR-191 wykazała istotne różnice między analizowanymi grupami 
pacjentów z płaskonabłonkowym nowotworem jamy ustnej a zdrowymi oso-
bami, w szczególności dla miR-21 (F = 6,58, p < 0,001), miR-146a (F = 6,974, 
p < 0,001) i miR-191 (F = 17,07, p < 0,001). Nie zaobserwowano istotnie staty-
stycznych różnic pomiędzy komórkami pobranymi ze zmiany nowotworowej, 
a normalnymi odległymi komórkami błony śluzowej tego samego pacjenta. 
Zmienioną ekspresję miR-146a i miR-191 obserwowano w obszarach resekcji 
zmiany nowotworowej.

W ramach pracy habilitacyjnej przeprowadzono analizę ekspresji miRNA 
w tkance zmienionej nowotworowo i prawidłowej u pacjentów z nowotwo-
rami płaskonabłonkowymi jamy ustnej. Wybrano 6 miRNA o podwyższonej 
lub obniżonej ekspresji, związanych z procesem nowotworzenia: miR-29a, 
miR-21, miR-30a, miR-106a, miR-92, miR-30d. Ekspresję badanych miRNA 
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korelowano ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej lub ze stop-
niem różnicowania guza. Uzyskane wyniki wykazują korelację zmian w ekspre-
sji (spadek lub wzrost) badanych miRNA ze stopniem zaawansowania choroby 
nowotworowej czy zróżnicowania guza. Analiza wyników uzyskanych zarówno 
dla miRNA wykazujących podwyższoną, jak i obniżoną ekspresję skorelowaną 
ze stopniem zaawansowania choroby, stopniem zróżnicowania guza, wykazała 
tendencję wzrostową w znaczącej ilości przypadków dla różnych grup pacjen-
tów. Wybrane do badań 6 rodzajów miRNA analizowano również pod kątem 
genów docelowych, na które potencjalnie działają powstałe podczas trans-
krypcji mRNA. Dwa z analizowanych miRNA: miR-29a i miR-30a wykazy-
wało homologię do 3’UTR mRNA analizowanych wcześniej genów: DLGAP1, 
WIF1 (miR-29a – WIF1, miR-30a – DLGAP1).

Korelacja poziomu ekspresji badanych genów: DLGAP1, WIF1 z miRNA 
wykazała silną negatywną zależność dla ekspresji miR-30a-5p z ekspresją genu 
DLGAP1, a pozytywną miR-29a z WIF1 u pacjentów z bardziej zaawansowaną 
chorobą nowotworową. Badania porównawcze ekspresji miR-30a z ekspre-
sją genu DLGAP1 wykazały silną negatywną korelację zarówno na poziomie 
mRNA, jak i białka.

W przeprowadzonych badaniach wykazano znacznie obniżony poziom 
ekspresji cząsteczki miR-30a-5p w tkankach nowotworowych, pobranych od 
pacjentów z rakiem jamy ustnej, w porównaniu do zdrowej tkanki nieobjętej 
procesem nowotworowym. Dalsze badania miały na celu, określić potencjal-
nie terapeutyczne działanie miR-30a-5p na komórki raka jamy ustnej. Na pod-
stawie analizy bioinformatycznej gen DLGAP1 kodujący białko GKAP, został 
określony jako przypuszczalny gen docelowy dla analizowanego miR-30a-5p.

Istnieje pięć białek, produktów translacji genów DLGAP: DLGAP1–
DLGAP5, z których DLGAP1–4 związany jest z sygnalizacją neuronalną. 
Gen DLGAP1 jest zlokalizowany na chromosomie 18p11.31 i koduje białko 
GKAP kinazę guanylową, biorącą udział w patofizjologii zaburzeń psychicz-
nych takich jak zaburzenia obsesyjno-kompulsywne, schizofrenia, depresja, 
choroba Alzheimera, ataksja móżdżkowa [208–211]. Białko GKAP wchodzi 
w interakcję z członkami rodziny klastrowych synaptycznych białek skupia-
jących kanały jonowe PSD95, które z kolei wiążą się bezpośrednio z recep-
torami N-metylo-D-asparaginianu (NMDA) i kanałami potasowymi typu 
Shaker [212, 213]. Białko NMDA (receptor N-metylo-D-asparaginowy) jest 
heterotetramerycznym integralnym białkiem błonowym – receptorem dla glu-
taminianu, selektywnie aktywowanym przez kwas N-metylo-D-asparaginowy 
(NMDA). Jest to receptor jonotropowy, występujący w neuronach ośrod-
kowego układu nerwowego, odpowiadający za procesy uczenia się, zapamię-
tywania, plastyczność mózgu, regulujący proliferację, migrację neuronów, 
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powstawanie neuronów z komórek progenitorowych hipokampa, przewodzący 
kationy sodu (Na+), potasu (K+) i wapnia (Ca2+) [214]. Do aktywacji oprócz 
glutaminianu wymaga przyłączenia glicyny lub seryny. Obecność receptorów 
NMDAR wykazano na powierzchni komórek rakowych kilku linii komórko-
wych [215–218]. Nadaktywność receptora NMDAR w komórkach rakowych 
jest związana ze szlakiem sygnałowym mTOR, wpływając na ich podziały 
komórkowe, złośliwość, inwazyjność [219–222]. Stepulak i wsp. [215] wykazali 
możliwość hamowania aktywności receptora NMDAR w komórkach raka płuc 
przez niekompetycyjnych antagonistów: dizociplinę i memantynę. Antagoni-
ści wiążąc się z receptorem NMDAR, hamowali szlaki sygnałowe aktywowane 
przez czynniki wzrostu (insulinowy czynnik wzrostu IGF, naskórkowy czyn-
nik wzrostu EGF, czynnik wzrostu fibroblastów FGF) w komórkach raka płuc, 
wpływając na istotne obniżenie ich aktywności podziałowej. Tego rodzaju kore-
lacja skłoniła autorów publikacji do wniosku, że potencjalne terapie skierowane 
bezpośrednio na zahamowanie aktywności receptora NMDAR, mogą mieć 
działanie antyproliferacyjne i nieinwazyjne w stosunku do komórek posiadają-
cych na swojej powierzchni tego rodzaju receptory. Istotnym pytaniem wyni-
kającym z przeprowadzonych przez Strepulaka i wsp. badań, na które postano-
wiono odpowiedzieć w trakcie dalszej realizacji przedstawionej do oceny pracy 
było, czy białko kinaza guanylowa GKAP kodowane przez gen DLGAP1 jest 
zaangażowane w modulację aktywności receptora NMDAR w komórkach 
raka płaskonabłonkowego jamy ustnej. Rola białka GKAP w szlaku NMDAR 
w komórkach nowotworowych została przedstawiona w publikacji Li i wsp. 
[223]. Autorzy wykazali, że białko GKAP wraz z białkami szoku cieplnego 
HSF1 (heat shock factor), FMRP (Fragile X Mental Retardation Protein)  
stanowią białka rusztowania receptora NMDAR. W badaniach in vitro, in vivo 
na modelu nowotworu trzustki wykazali ich rolę w inwazyjności komórek 
nowotworowych.

Ekspresja genu DLGAP1 na poziomie białka GKAP, analizowana na 
modelu mysim raka trzustki, jest wyższa w komórkach inwazyjnych nowotworu 
w porównaniu z nieinwazyjnymi. Wyciszenie genu kodującego białko GKAP 
w badaniach na modelu wysoce inwazyjnego raka trzustki skutkuje zmniej-
szoną fosforylacją białka NMDAR, co przekłada się na obniżenie jego aktywno-
ści sygnalizacyjnej. W kolejnym badaniu Li i wsp. [224] wykorzystując narzę-
dzia bioinformatyczne, analizowali rolę białka GKAP w nowotworach żołądka. 
Analizowano wszystkie formy genu DLGAP. Wykazano podwyższoną ekspre-
sję wszystkich genów, z wyjątkiem DLGAP3, skorelowaną z czasem przeżycia 
u wszystkich badanych pacjentów z nowotworami żołądka. Szczególną uwagę 
zwrócono na gen DLGAP4, którego wysoka ekspresja na poziomie mRNA 
białka, korelowała z krótszym czasem przeżycia pacjentów, wskazując na jego 
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istotną rolę w powstawaniu i rozwoju nowotworów żołądka. Young i wsp. [225] 
w badaniach in vivo wykorzystując model zwierzęcy Apc+/min, zaobserwo-
wali, że brak ekspresji Dlg1, DLGAP1 sprzyjał rozwojowi nowotworów jelita, 
zmniejszał przeżycie u myszy Apc+/min, potwierdzając jego rolę jako genu 
supresorowego nowotworu w jelicie. Zmniejszenie ekspresji Dlg1 prowadzi do 
opóźnienia przechodzenia komórek przez kryptę jelitową. W innych badaniach 
dotyczących nowotworów skóry – czerniaków – analizowano 108 polimorfi-
zmów sekwencji nukleotydowej genów u 891 pacjentów pod kątem możliwości 
diagnozowania osobniczych predyspozycji do rozwoju tego nowotworu [226]. 
Przeprowadzone analizy wykazały istotne statystycznie korelacje odpowiednich 
wariantów genotypów w dwóch polimorfizmach badanych genów: rs7538876 
genu RCC2 (telophase disk protein) i rs9960018 DLGAP1, z przeżyciem pacjen-
tów bez nawrotów choroby, wskazując na możliwość wykorzystania badań w oce-
nie ryzyka zachorowania na ten rodzaj nowotworu.

W badaniach przeprowadzonych przez Kwiatkowskiego i wsp. [227], 
wykazano negatywny wpływ produktu translacji genu DLGAP1 na szybkość 
wzrostu komórek krwiotwórczych, zależnych od białka MPL (receptor dla 
trombopoetyny) i poliploidyzację megakiocytów.

Na podstawie uzyskanych wyników autorzy badań sugerują rolę produktu 
białkowego genu DLGAP1 jako nowego, silnego czynnika wpływającego na 
sygnalizację związaną z białkiem MPL w obrębie kaskady JAK-STAT, wzrost 
i różnicowanie megakariocytów, najprawdopodobniej istotnego w rozwoju 
MPN (nowotwór mieloproliferacyjny ang. Myeloproliferative Neoplasm).

W pracy Zheng i wsp. [228] analizowano regulacyjną rolę układu: długie 
niekodujące cząsteczki RNA – lncRNA HOTAIR/miR-146a/gen DLGAP1 na 
wzrost, ruchliwość oraz inwazyjność komórek nowotworowych guza głowy i szyi 
in vitro. Nadekspresja długich ponad 200pz cząsteczek Inc RNA HOTAIRM1 
w komórkach nowotworowych regulowała ich proliferację, migrację, inwazję. 
Wykazano, wykorzystując system Dual-luciferase reporter assay, że cząsteczki 
Inc RNA HOTAIRM1 mają miejsce wiązania na cząsteczkach miR-146a, z kolei 
cząsteczki miR-146a na genie DLGAP1. Cząsteczki Inc RNA HOTAIRM1 wią-
żąc się z miR-146a, zmniejszały jego ilość, a w ten sposób zwiększały ekspre-
sją genu docelowego DLGAP1. Potwierdzono rolę supresorową cząsteczek Inc 
RNA HOTAIRM1, które wiążąc się z miR-146a, wpływały na ekspresję genu 
DLGAP1 w komórkach nowotworowych guza głowy i szyi.

W kolejnym etapie przedstawianej pracy postanowiono sprawdzić, ana-
lizując drogę sygnałową miR-30a-5p/DLGAP1/NMDAR2B, na ile wybrana 
cząsteczka miRNA faktycznie ma możliwość potranskrypcyjnego wyciszania 
ekspresji genu DLGAP1 oraz czy knockdown genu DLGAP1 będzie miał tera-
peutyczne – antynowotworowe działanie na komórki raka jamy ustnej.
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W rejonie 3’UTR genu DLGAP1 znajdują się dwa potencjalne miejsca 
wiązania miR-30a-5p. Fragmenty 53 nukleotydowe zawierające potencjalne 
miejsca wiązania cząsteczki miR-30a-5p, sklonowano w wektorze pmirGLO 
opartym na systemie lucyferazowym. Rekombinowanymi plazmidami razem 
z cząsteczkami miR-30a-5p, transfekowano komórki SCC-25. Analiza względ-
nej aktywności lucyferazy wykazała spadek aktywności dla obu miejsc poten-
cjalnego wiązania 1 i 2. Większy spadek obserwowano dla miejsca 1 w porów-
naniu z 2, co może świadczyć o większej specyficzności wiązania do miejsca.

Spadek aktywności był największy w przypadku kotransfekcji komórek 
SCC-25 dwoma plazmidami 1 i 2, co świadczy o możliwości przyłączenia czą-
steczek miR-30a-5p w obu miejscach w rejonie 3’UTR genu DLGAP1 rów-
nocześnie. Analiza ekspresji potencjalnego genu docelowego dla miR-30a-5p 
DLGAP1 po transfekcji komórek SCC-25 miR-30a-5p wykazała, że ulega zmia-
nie. Po transfekcji komórek miR-30a-5p stwierdzono obniżenie ekspresji genu 
DLGAP1 w przypadku mRNA o 12%, jego produktu białkowego – białka GKAP 
o 83% (ryc. 35, 36). Transfekcja komórek SCC-25 cząsteczkami miR-205a-5p 
(gen DLGAP1 nie posiada miejsc wiązania tej cząsteczki) nie wpłynęła na zmianę 
ekspresji genu DLGAP1 zarówno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

W komórkach linii komórkowej ludzkiego nowotworu jamy ustnej  
SCC-25 potwierdzono na poziomie mRNA białka ekspresję na ich powierzchni 
receptora NMDAR2B. Transfekcja komórek SSC-25 cząsteczką miR-30a-5p 
wpłynęła na zmianę ekspresji genu receptora NMDAR2B zarówno na pozio-
mie mRNA, jak i białka, powodując obniżenie odpowiednio o 35% ilości 
mRNA, 26% białka, podczas gdy transfekcja komórek SCC-25 cząsteczkami 
miR-205a-5p nie wpłynęła na zmianę ekspresji genu kodującego receptor 
NMDAR2B zarówno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

Wpływ wyciszania genu DLGAP1 przez cząsteczki miR-30a-5p w trans-
fekowanych komórkach SCC-25 na proliferację komórek rakowych badano 
przy użyciu testu MTT cytometrii przepływowej. Uzyskane wyniki wskazują na 
spadek ilości zdolnych do przeżycia komórek po transfekcji miR-30a-5p odpo-
wiednio 30% po 12 godz., 61% po 24 godz. Przeprowadzona analiza cytome-
tryczna wykazała różnice pomiędzy liczbą komórek apoptotycznych w komór-
kach nietransfekowanych i transfekowanych miR-30a-5p. Uzyskane wyniki 
wskazują na istotne zmiany w rozkładzie komórek żywych jak i wchodzących 
w proces apoptozy po transfekcji cząsteczkami miR-30a-5p. Zaobserwowano 
również zasadnicze różnice w cyklu komórkowym, prowadzące do jego hamo-
wania. Przeprowadzone badania wskazują na udział cząsteczek miR-30a-5p, 
które wiążąc się z rejonem 3’UTR genu DLGAP1, wpłynęły na ilość receptora 
NMDAR2B w błonie komórek nowotworowych raka jamy ustnej SCC-25, 
a w konsekwencji na ich liczbę.
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Poznanie funkcjonowania ścieżki sygnałowej miR-30a-5p-/DLGAP1/-
-NMDAR2B oraz jej roli w rozwoju nowotworów jamy ustnej, niewątpliwie 
przyczyni się do pogłębienia wiedzy i większego zrozumienia patogenezy raka 
jamy ustnej, możliwego praktycznego zastosowania w diagnostyce przeciwno-
wotworowej, a być może w przyszłości zaowocuje w terapii przeciwnowotwo-
rowej, przyczyniając się do powstania nowych leków w leczeniu tego rodzaju 
nowotworów.
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WNIOSKI

•	 Profil metylacji dla genów DLGAP1, WIF1 w tkance zmienionej nowo-
tworowo jest różny w porównaniu ze zmianami przednowotworowymi czy 
tkanką nieobjętą procesem nowotworowym pacjentów z nowotworami 
jamy ustnej.

•	 Stopień metylacji analizowanych genów DLGAP1, WIF1 jest skorelowany 
z ich ekspresją na poziomie transkrypcji, translacji.

•	 Analiza miejsc polimorficznych (SNP) w genach DLGAP1, WIF1 nie 
wykazała istotnych statystycznie różnic w częstości występowania poszcze-
gólnych genotypów, alleli i nie jest skorelowana z ekspresją badanych 
genów zarówno na poziomie mRNA i białka.

•	 Analiza ekspresji panelu miRNA w tkance zmienionej nowotworowo 
i odpowiadającej jej tkance prawidłowej pacjentów z nowotworami jamy 
ustnej pozwoliła na wyodrębnienie kilku miRNA, w tym miR-30a-5p, 
potencjalnie związanych z procesem nowotworowym jamy ustnej.

•	 Analiza komputerowa miR-30a-5p pozwoliła na wyodrębnienie kil-
ku genów docelowych i miejsc potencjalnego wiązania dla cząsteczek  
miR-30a-5p, w tym genu analizowanego DLGAP1.

•	 Przeprowadzona analiza komputerowa wykazała możliwość wiązania się 
cząsteczki miR-30a-5p z dwoma sekwencjami zlokalizowanymi w rejonie 
3’UTR genu DLGAP1.

•	 Transfekcja komórek nowotworowych SCC-25 cząsteczkami miR-30a-5p 
spowodowała obniżenie ekspresji genu DLGAP1 i receptora NMDAR2 
zarówno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

•	 Wybrana cząsteczka miR-30a-5p ma możliwość potranskrypcyjnego wyci-
szania ekspresji genu DLGAP1 i pośrednio genu receptora NMDAR2, 
wykazując w ten sposób prawdopodobnie pozytywne – antynowotworowe 
działanie w komórkach raka płaskonabłonkowego jamy ustnej.
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STRESZCZENIE

Coraz większa liczba chorych, u których rozpoznaje się chorobę nowotwo-
rową, jest powodem do poszukiwania coraz to nowszych, skutecznych metod 
leczenia. Poznanie podłoża molekularnego transformacji nowotworowej, 
uwzględniając różne typy nowotworów, jest warunkiem prawidłowego rozpo-
znania i leczenia chorób nowotworowych. Nowotwory głowy i szyi (HNSCC) 
stanowią co najmniej 5% wszystkich nowotworów złośliwych w Polsce. Nowo-
twory złośliwe jamy ustnej i wargi doprowadzają do zgonów u około 3% męż-
czyzn i 1% kobiet. Ryzyko zgonu z powodu nowotworów jamy ustnej wzra-
sta z wiekiem u mężczyzn, osiągając maksimum na przełomie siódmej i ósmej 
dekady życia. Częstość zgonów w Polsce z powodu nowotworów wargi, jamy 
ustnej i gardła jest znacznie wyższa niż przeciętna dla krajów Europy. Obok 
czynników egzogennych coraz większą uwagę zwraca się 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 związanych z naprawą DNA (XPD, OGG1, RAD51, XRCC1) czy 
genach enzymów biorących udział w metabolizmie ksenobiotyków (GSTM1, 
GSTT1 i GSTP1).

Celem pracy była analiza ekspresji genów zaangażowanych w proces kan-
cerogenezy nowotworów jamy ustnej z uwzględnieniem czynników epigene-
tycznych, które mogą wpływać na ilość powstającego mRNA białka – pro-
duktów transkrypcji, translacji tych genów. Badania wykonano na bloczkach 
parafinowych z utrwalonym materiałem, który pochodził od pacjentów z leu-
koplakią i pacjentów ze zmianami nowotworowymi jamy ustnej. W pierwszym 
etapie badań wybrano 16 genów, pełniących w organizmie rolę genów supre-
sorowych, protoonkogenów, w celu analizy stopnia ich metylacji, u 20 pacjen-
tów z leukoplakią i 120 ze zmianami nowotworowymi. Kontrolę, dla tkanki 
zmienionej przednowotworowo lub nowotworowo, każdorazowo stanowiła 
tkanka nieobjęta zmianami. Do analiz wybrano geny: CDKN2B, ATM, TIMP3, 
APC, CDKN2A, MLH1, RARB, CHFR, DLGAP1, C2orf40, GPX3, CDKN1B, 
EPB41L3, TP73, CDH13, WIF1. Genami, które najczęściej ulegały metyla-
cji w badanej grupie były: WIF1 (46,6%), GPx (41,6%), najrzadziej: CHFR 
(1,6%), CDK1B (1,6%). W przypadku genu DLGAP1 zaobserwowano obni-
żenie metylacji w stosunku do tkanki prawidłowej (−35,8%) – hypometylację. 
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U pacjentów z leukoplakią procent metylacji analizowanych genów pozostawał 
na niskim poziomie (poniżej 10%). Dokonano porównania stopnia metylacji 
analizowanych genów z klinicznym zaawansowaniem choroby. Analiza staty-
styczna otrzymanych wyników wykazała istotnie statystyczną korelację stop-
nia metylacji badanych genów z klinicznym stopniem zaawansowania choroby 
TNM tylko w przypadku genu DLGAP1. Analizowane geny wykazywały zróż-
nicowany stopień metylacji, jeżeli chodzi o stopień złośliwości nowotworu. 
Wyższą częstość metylacji dla stopnia złośliwości nowotworu G1 względem 
G2 wykazywały geny: RARβ, APC, CHFR, a niższą częstość geny: TIMP3, 
DLGAP1, C2orf40, GPX3, CDKN1B, EPB41L3, CDH13, WIF1. Dalszą ana-
lizę przeprowadzono dla wybranych genów DLGAP1 i WIF1. Przeprowadzone 
analizy wykazały, że ocena stopnia metylacji (hiper, hypometylacji) analizo-
wanych genów może być potencjalnie przydatna w ocenie stopnia złośliwo-
ści nowotworu G1, G2. Kolejny etap badań stanowiła analiza ekspresji genów 
DLGAP1, WIF1 na poziomie mRNA białka u pacjentów z leukoplakią i płasko-
nabłonkowym nowotworem jamy ustnej. Zmiany w ekspresji badanych genów 
obserwowano zarówno na poziomie mRNA, jak i białka. Wzrost ekspresji genu 
DLGAP1 obserwowano zarówno u chorych z leukoplakią, jak i chorych z róż-
nym stopniem złośliwości nowotworu. Analiza ekspresji genu WIF1 wykazała 
odwrotną korelację. W badanych genach DLGAP1 i WIF1 u pacjentów z leu-
koplakią i zmianami nowotworowymi przeprowadzono analizę kilku polimor-
fizmów pojedynczego nukleotydu. Przeprowadzona analiza statystyczna nie 
wykazała istotnej statystycznie częstości występowania określonych geno-
typów, alleli w analizowanych polimorfizmach SNP genu DLGAP1, WIF1 
w tkance prawidłowej w porównaniu z leukoplakią, czy tkanką zmienioną 
nowotworowo. Nie wykazano korelacji pomiędzy określonymi genotypami, 
allelami genu a stężeniem białka zarówno w tkance nowotworowej, leukopla-
kii, jak i prawidłowej.

W kolejnym etapie badań przeprowadzono analizę ekspresji miRNA w tkance 
zmienionej nowotworowo i prawidłowej pacjentów z nowotworami jamy ustnej. 
Wybrano 6 miRNA o podwyższonej lub obniżonej ekspresji, a związanych z pro-
cesem nowotworzenia: miR-29a, miR-21, miR-30a, miR-106a, miR-92, miR-30d. 
Ekspresję badanych miRNA korelowano ze stopniem zaawansowania choroby 
nowotworowej lub ze stopniem różnicowania guza. Uzyskane wyniki wyka-
zują korelację zmian w ekspresji (spadkiem czy wzrostem) badanych miRNA 
ze stopniem zaawansowania choroby nowotworowej czy zróżnicowaniem 
guza. Analiza wyników uzyskanych zarówno dla miRNA wykazujących pod-
wyższoną, jak i obniżoną ekspresję skorelowaną ze stopniem zaawansowania 
choroby, stopniem zróżnicowania guza, wykazała tendencję wzrostową w ilo-
ści przypadków dla różnych grup pacjentów. Wybrane do badań 6 rodzajów 
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miRNA analizowano pod kątem genów docelowych, na których mRNA poten-
cjalnie działają. Dwa z analizowanych miRNA: miR-29a i miR-30a, wykazy-
wały homologię do 3’UTR mRNA analizowanych wcześniej genów: DLGAP1, 
WIF1 (miR-29a – WIF1, miR-30a – DLGAP1).

Korelacja poziomu ekspresji badanych genów: DLGAP1, WIF1 z miRNA 
wykazała silną negatywną zależność dla ekspresji miR-30a-5p z ekspresją genu 
DLGAP1, a pozytywną miR-29a z WIF1 u pacjentów z bardziej zaawansowaną 
chorobą nowotworową. Badania porównawcze ekspresji miR-30a z ekspre-
sją genu DLGAP1 wykazały silną negatywną korelację zarówno na poziomie 
mRNA, jak i białka.

W badaniach przeprowadzonych w ramach pracy habilitacyjnej, na tkan-
kach nowotworowych pobranych od pacjentów z rakiem jamy ustnej, wykazano 
znacznie obniżony poziom ekspresji cząsteczki miR-30a-5p w porównaniu do 
zdrowej tkanki nieobjętej procesem nowotworowym. Dalsze badania miały na 
celu określić potencjalnie terapeutyczne działanie miR-30a-5p na komórki raka 
jamy ustnej. Na podstawie analizy bioinformatycznej gen DLGAP1 kodujący 
białko GKAP został określony jako przypuszczalny gen docelowy dla analizo-
wanego miR-30a-5p. W rejonie 3’UTR genu DLGAP1 znajdują się dwa poten-
cjalne miejsca wiązania miR-30a-5p. Fragmenty 53 nukleotydowe zawierające 
potencjalne miejsca wiązania cząsteczki miR30a-5p, sklonowano w wektorze 
pmirGLO opartym na systemie lucyferazowym. Rekombinowanymi plazmi-
dami razem z cząsteczkami miR-30a-5p transfekowano komórki SCC-25. Ana-
liza względnej aktywności lucyferazy wykazała spadek aktywności dla obu 
miejsc potencjalnego wiązania 1 i 2. Większy spadek obserwowano dla miejsca 
1 w porównaniu z 2, co może świadczyć o większej specyficzności wiązania do 
miejsca 1. Spadek aktywności był największy w przypadku transfekcji komórek 
SCC-25 dwoma plazmidami 1 i 2, co świadczy o możliwości przyłączenia czą-
steczek miR-30a-5p w obu miejscach w rejonie 3’UTR genu DLGAP1 równo-
cześnie.

Analiza ekspresji potencjalnego genu docelowego dla miR-30a-5p 
DLGAP1, po transfekcji komórek SCC-25 miR-30a-5p, wykazała, że ulega zmia-
nie. Po transfekcji komórek miR-30a-5p stwierdzono obniżenie ekspresji genu 
DLGAP1 w przypadku mRNA o 12%, jego produktu białkowego – białka GKAP 
o 83% (ryc. 29, 30). Transfekcja komórek SCC-25 cząsteczkami miR-205a-5p  
(gen DLGAP1 nie posiada miejsc wiązania) nie wpłynęła na zmianę ekspresji 
genu DLGAP1 zarówno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

W komórkach linii komórkowej ludzkiego nowotworu jamy ustnej  
SCC-25 potwierdzono na poziomie mRNA i białka ekspresję na ich 
powierzchni receptora NMDAR2B. Transfekcja komórek SSC-25 cząsteczką 
miR-30a-5p wpłynęła na zmianę ekspresji genu receptora NMDAR2B zarówno 
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na poziomie mRNA, jak i białka, powodując obniżenie odpowiednio o 35% 
ilości mRNA, 26% białka, podczas gdy transfekcja komórek SCC-25 cząstecz-
kami miR-205a-5p nie wpłynęła na zmianę ekspresji genu kodującego receptor 
NMDAR2B zarówno na poziomie transkrypcji, jak i translacji.

Wpływ wyciszania genu DLGAP1 przez cząsteczki miR-30a-5p w transfe-
kowanych komórkach SCC-25 na proliferację komórek rakowych badano przy 
użyciu testu MTT i cytometrii przepływowej. Uzyskane wyniki wskazują na 
spadek ilości zdolnych do przeżycia komórek po transfekcji miR-30a-5p odpo-
wiednio: 30% po 12 godz., 61% po 24 godz.

Poznanie funkcjonowania ścieżki sygnałowej miR-30a-5p-/DLGAP1/-
-NMDAR2B oraz jej roli w rozwoju nowotworów jamy ustnej niewątpliwie może 
przyczynić się do pogłębienia wiedzy na temat patogenezy raka jamy ustnej.

Wyniki otrzymane w ramach tej pracy stwarzają szanse wyznaczenia nowego 
kierunku diagnostycznego dla płaskonabłonkowych nowotworów jamy ustnej.
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