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Wstep

Nowotwory zlosliwe rejonu glowy i szyi sg szostymi, najczesciej wystepu-
jacymi na $wiecie nowotworami w populacji ludzi, z liczba 650 000 rozpozna-
wanych kazdego roku nowych zachorowan i liczbg 350 000 zgon6éw rocznie
[5,93]. W tej grupie nowotwordw najczesciej wystepuje rak kolczystokomorko-
wy jamy ustnej (Oral Squamous Cell Carcinoma - OSCC), ktéry rozpoznawany
jest w 90% ztosliwych nowotwordw jamy ustnej i 38% wszystkich nowotworéw
glowy i szyi [93]. W 2018 roku zarejestrowano na $wiecie 355 000 nowych pa-
cjentow z OSCC oraz odnotowano 177 000 zgondéw z powodu OSCC. Inne typy
rakow wystepujacych w jamie ustnej to: rak gruczolowo-plaskonabtonkowy,
rak plaskonablonkowy rzekomogruczotowy, rak wrzecionowatokomoérkowy,
rak drobnokomodrkowy oraz rak limfatyczno-komadrkowy [89, 146].

Jama ustna jest poczatkowym, wspolnym odcinkiem uktadu pokarmowe-
go i ukladu oddechowego, cechujacym si¢ wielorakos$cia pelnionych funkeji,
takich jak pobieranie i zucie pokarméw, z ich wstepnym procesem trawienia,
funkcja mowy oraz oddychaniem. Jama ustna cechuje si¢ bogatym unerwie-
niem oraz unaczynieniem krwionosnym i chtonnym, z krzyzujacymi sie dro-
gami odptywu chlonki z jej obszaru, co znajduje odzwierciedlenie w dynamice
proceséw nowotworowych toczacych si¢ w tej okolicy. Wyscielona jest blong
$luzowa, ktdrej najbardziej zewnetrzng warstwe stanowi nablonek wielowar-
stwowy plaski, w zaleznos$ci od okolicy jamy ustnej rogowaciejacy lub niero-
gowaciejacy, z rozsianymi w niej licznie gruczotami $linowymi, a kazda z ko-
morek moze by¢ zrodtem rozwoju raka jamy ustne;j.

Z uwagi na duzg liczbe nowych rozpoznan i postepujacy wzrost zacho-
rowan, zwlaszcza w powigzaniu z wysoka $miertelnoscig i niskim odsetkiem
przezy¢ 5-letnich, rak jamy ustnej stanowi powazny problem medyczny, po-
siadajacy znaczacy wplyw na wiele aspektéw zdrowia publicznego, jak row-
niez nastepstwa spoleczno-ekonomiczne. Rosngca liczba nowych zachorowan
i zgonow, spowodowanych rakiem jamy ustnej, wigze sie $cisle ze statym wzro-
stem liczebnosci populacji ludzi na Ziemi oraz ze zjawiskiem starzenia si¢ spo-
teczenstw, zwlaszcza wysoko rozwinietych, co jest nastepstwem wydluzenia
czasu zycia kobiet i mezczyzn.



Wedlug danych epidemiologicznych liczba zachorowan na nowotwory
zlosliwe w Polsce w ciagu ostatnich trzech dekad wzrosta ponad dwukrotnie,
osiagajac ponad 140,5 tysigca zachorowan rocznie. Rak jamy ustnej jest rozpo-
znawany trzykrotnie cze¢sciej u mezczyzn niz u kobiet, a ryzyko zachorowania
wzrasta po 50. roku zycia.

Najnowsze dane epidemiologiczne przedstawione przez Krajowy Rejestr
Nowotwordw dotyczg roku 2019, w ktérym odnotowano 2168 przypadkéow za-
chorowania na raka jamy ustnej, w tym 1726 mezczyzn i 442 kobiety oraz za-
rejestrowano 1428 zgony spowodowane rakiem jamy ustnej, w tym 1165 mez-
czyzn i 263 kobiety. Wedtug danych Krajowego Rejestru Nowotworow, w ciagu
dekady 2010-2020, w wojewodztwie podkarpackim na nowotwory ztosliwe
jamy ustnej zachorowalo ogétem 1044 0séb, w tym 819 mezczyzn i 225 kobiet.
W okresie tym z powodu nowotworéw jamy ustnej zmarto na Podkarpaciu
ogolem 753 chorych, wérdd ktdrych byto 636 mezczyzn i 117 kobiet [57].

Rak kolczystokomoérkowy jamy ustnej najczesciej rozpoznawany jest
u chorych po 50 r.z, z najwyzsza zachorowalnoscig obserwowana w 6 i 7 deka-
dzie zycia. Stosunek zachorowan kobiet i mezczyzn wynosi okolo 1 : 4, nato-
miast wg danych epidemiologicznych dla wojewodztwa podkarpackiego sto-
sunek ten wynosi 1:5 [57, 90].
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Ryc. 1. Zachorowalno$¢ kobiet i mezczyzn na raka jamy ustnej w grupach wiekowych
w wojewoddztwie podkarpackim

Zrédlo: piémiennictwo [57].
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Pomimo znacznego postepu w dzialaniach prewencyjnych oraz znacza-
cego rozwoju narzedzi i technik terapeutycznych raka jamy ustnej, odsetek
5-letnich przezy¢ chorych z OSCC pozostaje na niezmienionym poziomie od
ponad 20 lat. Zte wyniki i prognozy dla chorych zwigzane sg $cisle z pdznym
rozpoznaniem raka i rozpoczeciem procesu terapeutycznego, czesto w za-
awansowanym stadium choroby nowotworowej, z naciekaniem przez nowo-
twor tkanek otaczajacych, przerzutami do regionalnych weztéw chlonnych
i rzadziej z przerzutami odlegtymi do innych narzadéw [75, 146].

Leczenie choréb nowotworowych jamy ustnej jest zadaniem trudnym
i bardzo kosztownym dla spoteczenstwa. W proces leczenia raka jamy ustnej
zaangazowany jest zespol specjalistow z réznych dziedzin medycyny, tj. chi-
rurg szczgkowo-twarzowy, onkolog radioterapeuta, onkolog chemioterapeuta,
patomorfolog, chirurg specjalizujacy sie¢ w zabiegach rekonstrukeji tkanko-
wych, jak réwniez laryngolog, specjalista w zakresie anestezjologii i intensyw-
nej terapii, gastroenterolog, psychoonkolog, czy wreszcie lekarz specjalizujacy
sie w protetyce stomatologicznej. Proces kompleksowego leczenia raka jamy
ustnej podzielony jest na nastepujace po sobie fazy. Pierwsza z nich jest faza dia-
gnostyczna, majaca na celu rozpoznanie histologiczne nowotworu i okreslenie
stopnia zaawansowania choroby nowotworowej, na podstawie przeprowadzo-
nych badan histopatologicznych i radiologicznych. Drugg jest faza planowania
leczenia operacyjnego, z uwzglednieniem tréjwymiarowych, przestrzennych
potrzeb rekonstrukcyjnych w obrebie utraconych podczas zabiegu tkanek, cze-
sto z wykonaniem wirtualnych modeli 3D, a takze przygotowanie chorego po
operacji jamy ustnej do prawidlowego odzywiania, poprzez wytworzenie np.
przezskornej gastrostomii. Kolejnym etapem leczenia raka jamy ustnej jest za-
bieg operacyjny resekeji guza z marginesem tkanek zdrowych, ktéry to margi-
nes zawsze weryfikowany jest histopatologicznym badaniem $rédoperacyjnym
(tzw. INTRA), a nastepnie operacja rekonstrukcyjna wycietych tkanek jamy
ustnej. Po wygojeniu ran chirurgicznych najczesciej chory poddawany jest uzu-
pelniajacej radioterapii, po zakonczeniu ktdrej pozostaje w $cistej obserwacji ze
zmniejszajacy sie z czasem czestotliwo$cig badan kontrolnych.

Nastepstwa leczenia raka jamy ustnej stanowig rowniez istotny problem
spoleczno-ekonomiczny. Wielomiesigczna terapia wiaze si¢ z diugotrwalg ab-
sencja chorobowa pacjenta, najczesciej skutkujac przejsciem chorego na stalg
rente. Deformacje twarzy, ktdre czesto wystepuja po leczeniu chirurgicznym
i radioterapii, przyczyniaja si¢ niejednokrotnie do wyalienowania chorego ze
spoleczenstwa i z zycia rodzinnego. Nie do pominiecia jest rowniez fakt znacz-
nego pogorszenia jakosci zycia chorych, co zwigzane jest z duzymi trudno-
$ciami z odzywianiem, zaburzeniami mowy i suchoscig jamy ustnej [90, 173].
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Odlegle wyniki leczenia raka jamy ustnej sa nadal niezadowalajace i w ba-
daniach epidemiologicznych nie ulegaja poprawie od wielu lat, dlatego tez
tak wazne sg badania ukierunkowane na poszukiwania nowych biomarkeréw,
ktore pozwolilyby na precyzyjne monitorowanie przebiegu procesu nowo-
tworowego i niezwloczne podjecie terapii, w przypadku stwierdzenia wzrostu
miana markera nowotworowego u chorego, u ktérego nie wystapily jeszcze
objawy kliniczne.

Jedna z drég badawczych, majacych na celu poszukiwanie biomarkeréw
nowotworowych, sa badania z zakresu epigenetyki, ktérej odkrycia moga by¢
przelomowe, zardwno w zrozumieniu i poznaniu mechanizmow onkogenezy,
jak réwniez w konstruowaniu testow pozwalajacych wykry¢ u chorego raka.
W oparciu o podstawy epigenetyki, zakladajace odwracalno$¢ proceséw epi-
genetycznych, realne staje si¢ otwarcie na nowe mozliwosci konstruowania le-
kow onkologicznych, widoczne we wspoélczesnej chemioterapii onkologiczne;j.
Przykladem moze by¢ lek Cetuksymab, chimeryczne przeciwcialo monoklo-
nalne, blokujace zewnatrzkomoérkowe domeny receptoréw naskdérkowego
czynnika wzrostu EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ktérego na-
dekspresjana powierzchni komoérek rakowych prowadzi do ztej odpowiedzi na
radioterapie i chemioterapi¢ oraz pogarsza rokowanie [3, 14, 127, 139].

Gléwnymi celami terapeutycznymi, opartymi na mechanizmach epigene-
tycznych zmian w DNA komorki, jest blokowanie w komérkach raka metylo-
transferaz DNA [9, 13, 14] i deacetylazy biatek histonowych (HDAC), czego
skutkiem byloby odblokowanie i nastepnie odwrdcenie epigenetycznego wyci-
szenia gendw supresorowych [31, 46].

Poszukiwanie zmian epigenetycznych w komdrkach blony sluzowej jamy
ustnej chorego, zaréwno w guzie nowotworowym, jak i w tkankach potencjal-
nie ,zdrowych’, moze by¢ w przysziosci markerem ostrzegajacym o toczacej
sie w komdrkach ztosliwej transformacji, ktore statyby sie tzw. ,,molekularnym
odciskiem palca’, pomagajacym we wczesnej diagnostyce ztosliwego procesu
nowotworowego [18, 49, 53].

Wydaje sie, iz pozostaje tylko kwestig czasu opracowanie epigenetycznych
strategii diagnostycznych i terapeutycznych, ktére doprowadza do obnizenia
zachorowalnoéci i umieralnosci spowodowanej rakiem jamy ustnej i innymi
nowotworami zlosliwymi [60, 97].
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Przeglad pisSmiennictwa

1. Czynniki ryzyka raka jamy ustne;

Kancerogeneza raka jamy ustnej jest zlozonym, wieloetapowym proce-
sem nabywania przez komoérki cech nowotworowych, modulowanym przez
czynniki wewnetrzne i czynniki Srodowiskowe, odzwierciedlajacym ewolucje
zaburzen funkgcji genéw. Wiele z nich to zmiany genetyczne, wynikajace z mu-
tacji w genach supresorowych, onkogenach oraz aberracjach chromosomal-
nych. Nie mniej istotne sg rowniez zmiany na poziomie epigenetycznym, ktére
sa odpowiedzialne za zmiang ekspresji genow [53, 80, 92].

W etiopatogenezie raka jamy ustnej najlepiej poznanym i udokumentowa-
nym czynnikiem ryzyka jest palenie tytoniu, odpowiedzialne za zachorowania
réwniez na nowotwory zlosliwe innych narzadoéw, takich jak ptuca, zotadek czy
pecherz moczowy [59, 62]. Podczas palenia tytoniu w dymie powstaja kance-
rogeny: N-nitrozoaminy, weglowodory aromatyczne i wolne rodniki odpowie-
dzialne za stres oksydacyjny. Zaburzona zostaje rownowaga oksydacyjna jamy
ustnej poprzez dezaktywacje enzymoéw antyoksydacyjnych, tj. transferaza, re-
duktaza czy peroksydaza glutationowa i dysmutaza podtlenkowa [1].

Ryzyko zachorowania na OSCC zwigksza si¢ wprost proporcjonalnie do
liczby wypalanych codziennie papieroséw i czasu trwania nalogu, co skutku-
je 20-krotnym wzrostem ryzyka rozwoju raka u oséb palacych tyton nalo-
gowo [159].

Potencjal onkogenny majg réwniez czynniki fizyczne generowane przez
goracy dym tytoniowy, a powstawanie w sposob przewlekty mikrooparzen
blony §luzowej jamy ustnej doprowadza do chronicznego przekrwienia oraz
zaburzen rogowacenia i zluszczania powierzchownych, zewnetrznych warstw
blony $luzowej, co moze prowadzi¢ do rozwoju leukoplakii, na podltozu ktorej
w 50% przypadkow rozwija si¢ proces nowotworowy [8, 62].

Drugim czynnikiem o udowodnionym potencjale kancerogennym jest
wysokoprocentowy alkohol, a dokladnie metabolit powstajacy po reakeji
z enzymem dehydrogenazg alkoholowg - aldehyd octowy. Aldehyd powoduje
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mutacje punktowe, zaburza mechanizmy odpowiedzialne za naprawe uszko-
dzonego DNA, indukuje metaplazj¢ nabtonka wyscielajacego jame ustng oraz
spowalnia cykl komérkowy i stymuluje apoptoze komorki. Aldehyd octowy
ma zdolno$¢ wigzania si¢ z DNA, co skutkuje bledami replikacyjnymi i po-
wstawaniem mutacji. Ponadto aldehyd octowy indukuje cytochrom P 450 2E1
do aktywowania prokancerogenéw w ich aktywna forme [17, 59, 92].

Ryzyko rozwoju raka ptaskonablonkowego jamy ustnej jest wprost pro-
porcjonalne do ilosci wypijanego alkoholu i wzrasta 5-krotnie u oséb wypijaja-
cych w sposéb nalogowy ponad 50 g czystego alkoholu dziennie. Zaobserwo-
wano kumulacyjne i synergistyczne dzialanie rownoczesnego palenia tytoniu
i nalogowego picia alkoholu, co skutkuje 100-krotnym wzrostem ryzyka roz-
woju raka jamy ustnej w tej grupie pacjentow [8, 90, 99, 128].

Badania epidemiologiczne prowadzone w okresie spolecznej kampanii
antynikotynowej w krajach rozwinigtych w ostatnich latach wykazaly wzrost
zachorowan na raka jamy ustnej w populacji pacjentéw mtodszych, w 4 i 5
dekadzie zycia, ktdrzy nigdy nie palili tytoniu [83, 113]. Stwierdzono, ze ma
to zwigzek z zakazeniami wirusami HPV, HIV, HSV, EBV oraz ryzykownymi
zachowaniami seksualnymi, gtéwnie seksem oralnym. Doniesienia te potwier-
dzaja przeprowadzone w Stanach Zjednoczonych i panistwach Europy badania,
ktore wykazaly trzykrotny wzrost zachorowan na raka jamy ustnej w grupie
niepalacych 40-50 latkow [22, 63, 113].

Zakazenia wirusem brodawczaka ludzkiego (Human Papilloma Virus —
HPV) s3 najczestszymi infekcjami wirusowymi przenoszonymi droga plciows,
a ryzyko infekeji wzrasta wprost proporcjonalnie do liczby partneréw seksual-
nych, czasu inicjacji seksualnej i ryzykownych zachowan seksualnych. Wsrod
zainfekowanych HPV chorych OSCC rozwija sie u statystycznie mtodszych
chorych, czesto niepalacych tytoniu i nienaduzywajacych alkoholu. W tej gru-
pie raki jamy ustnej, powstate w wyniku infekcji wirusowej HPV, sg najczesciej
niskozréznicowane, dajg wezesnie przerzuty do okolicznych weztéw chtonnych,
ale tez cechujg sie wyzsza promienioczuloscig i lepszym rokowaniem [63, 99].

Infekcja HPV zazwyczaj jest dezaktywowana przez uklad immunologicz-
ny gospodarza, nie wywolujac negatywnych skutkéw zdrowotnych, jednak za-
kazenie przewlekle, z kilkuletnig historia, powoduje rozwoj procesu nowotwo-
rowego. Sposrod 130 typow wiruséw brodawczaka ludzkiego, za cechujace sie
wysokim potencjalem onkogennym uwazane s3 typy: HPV 16, HPV 18, HPV
31, HPV 45, HPV 56 [22].

Wedlug danych epidemiologicznych uznaje sie, ze za rozwoj okoto 50 %
OSCC odpowiedzialne s3 wirusy HPV wysokiego ryzyka, a droga przenosze-
nia infekcji jest seks oralny [63]. Od infekcji HPV do rozwoju objawowego
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raka plaskonabtonkowego uplywa co najmniej 10 lat. Wirusy HPV wykazu-
ja tropizm do komorek nablonka wielowarstwowego bton §luzowych i skéry,
a klinicznym obrazem zakazenia sa brodawki skoéry oraz brodawki bion sluzo-
wych jamy ustnej, drég oddechowych, narzadéw plciowych i odbytu [22, 175].

Wirus brodawczaka ludzkiego potrzebuje dostepu do komorek proliferu-
jacych nabtonka jamy ustnej, wykorzystuje mikroskopijne szczeliny miedzy
komoérkami warstw nablonka, by dotrze¢ do warstwy podstawnej, gdzie znaj-
duja sie¢ komorki macierzyste i progenitorowe. W zainfekowanych komoérkach
nastepuje ekspresja genéw wirusowych, integracja wirusowego DNA z chro-
mosomami gospodarza, co skutkuje zmianami w genach komorek i ostatecz-
nych produktach tych genéw. W genomie cztowieka znajduja si¢ tzw. gorace
punkty, w ktérych dochodzi do integracji z DNA wirusa [83, 99, 111].

Najwazniejsze znaczenie w kancerogenezie maja produkty genéw E6 i E7
wirusa HPV, ktdére ukierunkowane sg na bialka supresorowe nowotworow
w komorkach gospodarza. E7 wiaze si¢ z biatkiem RB (retinoblastoma prote-
in), co doprowadza do jego degradacji, przez co zapobiega sekwestracji E2F.
Bialko RB zapobiega przejsciu komorki z uszkodzonym DNA przez faze Gl
ijej wejsciu w faze S, dzigki czemu uszkodzone geny nie s replikowane. Pro-
wadzi to do ekspresji genéw wrazliwych na E2F, w tym cyklin A i E, ktére od-
grywaja wazng role w progresji cyklu komoérkowego. Gen E6 tworzy kompleks
z ligaza ubikwityny, ktory wiaze sie z p53 i zapoczatkowuje jego degradacje.
Geny E6 i E7 indukuja réwniez niestabilno$¢ genomu poprzez wplyw na te-
lomeraze, y-tubuline (regulator centrosomu) i biatka zaangazowane w szlaki
uszkadzania DNA [22, 111, 113].

Kolejnym czynnikiem ryzyka o potwierdzonym zwigzku z rozwojem raka
jamy ustnej sg infekcje grzybicze, a dominujacym gatunkiem grzyba wywo-
tujacego zakazenia oportunistyczne jest Candida albicans. Niektdre typy tego
grzyba majg zdolno$¢ przemiany azotanow i azotyndéw w nitrozaminy, z kto-
rych z kolei powstaje silny kancerogen aldehyd octowy. Pacjentéw z rozpozna-
ng przewlekla kandydoza jamy ustnej w dziecinstwie cechuje wieksze ryzyko
rozwoju raka ptaskonablonkowego w mlodym wieku. Ponadto oportunistycz-
na infekcja Candida spp. powoduje obnizenie pH mikro$rodowiska jamy ust-
nej, co moze skutkowa¢ zanikiem, rozrostem i dysplazja blony sluzowej jamy
ustnej. Synergistyczne dzialanie infekcji grzybiczej wraz z produktami spala-
nia tytoniu i stezonym alkoholem poteguja ryzyko rozwoju raka kolczystoko-
morkowego jamy ustnej [92, 173].

Kolejnym czynnikiem ryzyka rozwoju choroby nowotworowej jamy ust-
nej s3 zaniedbania higieniczne, skutkujace przewleklymi stanami zapalnymi,
spowodowanymi zaburzeniem réwnowagi mikrobiologicznej jamy ustnej [29].
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Bakterie izolowane z plytki nazebnej, Streptococcus spp. i Corynebacterium
spp. maja zdolnos¢ metabolizowania alkoholu etylowego do znanego i silnie
dzialajacego kancerogenu, czyli acetylaldehydu. Przewlekle infekcje bakteryj-
ne i stany zapalne obserwowane w chorobach przyzebia moga przyczyniac sie
do inicjacji i progresji nowotworowej [29, 40].

Jednym z najwazniejszych czynnikéw rozwoju raka ptaskonablonkowego
jamy ustnej s3 uszkodzenia genomu, skutkujgce tworzeniem nieprawidlowych
bialek, biorgcych udzial w procesach regulacyjnych cyklu komérkowego oraz
funkcji przekazniczych czasteczek sygnalowych, nieprawidlowy wzrost ko-
morki i angiogeneze [2, 30, 73]. Nadekspresja onkogendw i wyciszanie genéw
supresorowych sa podstawowymi procesami wiodagcymi do zmiany fenotypu
komorki prawidtowej w komodrke nowotworu. Prawidlowo dziatajace geny su-
presorowe kontroluja cykl komdrkowy, naprawe uszkodzonego DNA i apo-
ptoze, czyli naturalng $mier¢ komorki [127]. Nieprawidlowa budowa genéw
supresorowych i w nastepstwie zaburzone ich dzialanie i funkcja, np. w wyni-
ku hipermetylacji, wioda do wyciszenia tych genéw i moga przyczynic si¢ do
rozpoczecia procesu kancerogenezy. Nadekspresja onkogendw i ich produkty
promuja wzrost komorek, przedluzajg ich przezycie, co réwniez sprzyja kan-
cerogenezie [3, 10, 130]. Zaobserwowano rowniez, ze w nowotworach jamy
ustnej, czesto obserwowana jest nadekspresja receptora czynnika wzrostu na-
skérka EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), ktérego fosforylacja pro-
wadzi do aktywacji wielu szlakéw zwigzanych z proliferacja, apoptoza, inwazjg
i angiogenezy. Uszkodzenie funkcji receptora EGFR obserwowane jest w 80—
90% nowotworéw nablonkowych, a jego nadekspresja wiaze si¢ z gorszym ro-
kowaniem [139].

2. Obraz kliniczny raka jamy ustnej

Istnieje wiele klasyfikacji raka jamy ustnej. Wedlug wytycznych American
Joint Committee of Cancer (AJCC) i Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) wyrdzniane sg: rak wargi, rak 2/3 przednich trzonu jezyka, rak dna
jamy ustnej, rak dzigsla, rak podniebienia twardego, rak blony sluzowej po-
liczka oraz rak tréjkata zatrzonowcowego. W miedzynarodowej klasyfikacji
choréb i problemoéw zdrowotnych ICD-10 (International Statistical Classifica-
tion of Diseases and Related Health Problems) wyrézniono: nowotwory ztosli-
we warg (C00), nowotwory zlosliwe jezyka (C02), nowotwory zlosliwe dziasta
i dna jamy ustnej (C04), nowotwory podniebienia (C05) oraz nowotwory
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zlosliwe innych czesci jamy ustnej (C06), obejmujace blone sluzowy policzka,

sklepienie przedsionka jamy ustnej i przestrzen zatrzonowcows.

Klinicznie rak jamy ustnej nie jest guzem jednorodnym i cechuje si¢ r6zna
morfologia i wygladem. Obraz kliniczny raka jamy ustnej pozwala wyréznic:
- posta¢ endofityczng, manifestujaca si¢ forma ograniczonego nacieku lub

stwardnienia, z nastepowym pojawianiem si¢ kraterowatego owrzodzenia,
ktérego dno pokryte jest wioknikiem, ztogami keratyny i w bardziej za-
awansowanych stadiach martwiczymi tkankami nowotworu;

- postac egzofityczng, gdy nowotwor ma postac grzybiastg, o kalafiorowatej,
pobruzdzonej powierzchni, ktéra z rozwojem guza obumiera w czesci cen-
tralnej, tworzac owrzodzenie lub szczelinowate pekniecia;

- posta¢ mieszana, egzoendofityczna, ktdra jest polaczeniem obu typoéw roz-
woju raka [90].

Budowa histologiczna rakdw jamy ustnej nie jest jednolita. Stopien zréz-
nicowania histologicznego (G) pozwala okresli¢ procentowy udzial komdrek
wysoko dojrzatych i komdrek niskozréznicowanych w tkance guza:

GX - nie mozna oceni¢ stopnia zréznicowania raka,

Gl - rak dobrze zréznicowany (ponizej 25% komorek niezréznicowanych),

G2 - rak umiarkowanie zréznicowany (25-50% komorek niezréznicowa-

nych),

G3 - rak niskozréznicowany (50-75% komorek niezréznicowanych),

G4 - rak niezroznicowany (ponad 75% komorek niezréznicowanych),

co ma bezposrednie przetozenie na dynamike procesu nowotworowego, lecze-
nie i rokowanie.

W 2010 roku AJCC i UICC wypracowaly obowigzujacy system oceny za-
awansowania klinicznego cTNM i patomorfologicznego pTNM nowotwordw
zlosliwych pochodzenia nablonkowego. System ten okresla ceche T (Tumor),
opisujaca liczbowo wielkoé¢ guza, ceche N (Nodus) opisujaca obecnos¢ oraz
zaawansowanie przerzutéw do regionalnych wezléw chtonnych oraz cech¢ M
(Metastasis) opisujaca wystepowanie przerzutéw odleglych w innych narza-
dach [69, 173].

Wielkosci guza (cecha T) opisuje schemat:
Tx - nie mozna oceni¢ guza pierwotnego,
To > nie stwierdza si¢ obecnosci guza pierwotnego,
Tis > rakprzedinwazyjny (ca in situ),

T1 - guzdo 2 cm w najwigkszym wymiarze,
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T2 >
T3 >
T4a >

T4b >

guz o wymiarach od 2 cm do 4 cm,

guz o $rednicy przekraczajacej 4 cm,

dla wargi — guz nacieka blaszke zewnetrzng trzonu zuchwy, nerw
zebodolowy dolny, dno jamy ustnej, skore brody lub nosa; dla jamy
ustnej — guz nacieka kos¢ szczeki lub Zuchwy, migsnie glebokie jezyka,
skore twarzy,

guz nacieka przestrzen zwaczowg, wyrostki skrzydiowe kosci klinowej,
podstawe czaszki lub obejmuje tetnice szyjng wewnetrzna.

Stopien zaawansowania przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych
(cecha N) opisuje schemat:

Nx >
NO >
N1 >

N2a >

N2b->
N2c¢ >
N3 >

nie mozna oceni¢ okolicznych weztéw chlonnych,
nie stwierdza si¢ przerzutéw w okolicznych weztach chionnych,

przerzut w jednym z okolicznych weztéw chlonnych, po stronie guza <
3 cm,

przerzut w pojedynczym wezle chtonnym po stronie guza, o srednicy
>3cmi<6cm,

liczne przerzuty w weztach chtonnych po stronie guza < 6 cm,
przerzuty obustronne lub po przeciwnej stronie guza < 6 cm,

przerzut w wezle chfonnym o $rednicy ponad 6 cm.

Ocene wystepowania przerzutéw w narzadach odleglych (cecha M) opi-
suje schemat:

MO >
M1 >

nie stwierdza si¢ przerzutéw odlegtych,

stwierdza sie przerzuty odlegle.

Na podstawie oznaczonych cech TNM okresla si¢ stopien zaawansowania
klinicznego raka wedlug AJCC:

0 -
I >
e >
e >
Vac >
IVbe>
IVce >
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TINOMO
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Okreslenie stopnia zaawansowania klinicznego pozwala na zaplanowanie
adekwatnego do stopnia zaawansowania leczenia onkologicznego [89, 90].

W procesie oceny zaawansowania klinicznego raka jamy ustnej konieczne
jest badanie przedmiotowe chorego oraz wykonanie szeregu badan diagno-
stycznych, tj. badania ultrasonograficznego glowy i szyi (USG), badania histo-
patologicznego wycinka z guza lub biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej (BAC)
oraz szeregu badan obrazowych - tomografii komputerowej (CT) czy rezonan-
su magnetycznego (MRI). Celem wykluczenia lub potwierdzenia przerzutéw
odlegltych wykonuje si¢ takze pozytronowa emisyjng tomografie komputerowa
(PET) lub rezonans magnetyczny calego ciala [36, 171]. Wszystkie zgroma-
dzone dane dotyczace stopnia zaawansowania raka jamy ustnej pozwalajg na
opracowanie strategii terapeutycznej, zawsze w zespole wielospecjalistycznym:
chirurg szczgkowo-twarzowy, onkolog-radioterapeuta, onkolog-chemiotera-
peuta, radiolog, psycholog, a czgsto rowniez chirurg specjalizujacy sie w zto-
zonych rekonstrukcjach tkankowych [173].

Wyniki leczenia i rokowanie dotyczace chorych z rakiem jamy ustnej po-
wigzane sg $ciéle z pierwotnym stopniem zaawansowania klinicznego. Wczes-
ne stadium zaawansowania nowotworu i mozliwos¢ radykalnego leczenia cho-
rego pozwala uzyskac 5-letnie przezycia na poziomie przekraczajagcym nawet
60%. Bardziej zaawansowane klinicznie raki jamy ustnej rokuja gorzej, dajac
5-letnie przezycia na poziomie 30-40%. Przypadki bardzo zaawansowane, nie
pozwalajace na leczenie radykalne rokuja bardzo Zle, z 5-letnimi przezyciami
ponizej 5% chorych [5, 89, 146].

3. Budowa molekularna DNA

U podstaw rozwoju procesu nowotworowego leza zmiany w prawidiowej
strukturze DNA, ktore sg dziedziczone w kolejnych, nastepujacych po sobie,
pokoleniach komorek.

Okolo 25 000 genéw kodujacych biatka, wystepujacych w genomie czlo-
wieka, utozonych jest na ponad jednometrowej nici DNA utworzonej przez
3274571 503 par zasad azotowych, ktéra wraz ze zwigzanym z nig RNA i bial-
kami tworzy chromatyne, budujacg 46 chromosomoéw, znajdujacych sie w ja-
drze komérkowym kazdej komorki cztowieka.

DNA tworzy czasteczke w postaci podwojnej helisy zbudowanej z dwéch
réwnolegle ulozonych tancuchéw nukleotydowych. Kazdy nukleotyd zbudo-
wany jest z cukru pigcioweglowego — deoksyrybozy, reszty fosforanowej i jed-
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nej sposrod zasad azotowych, dwoch purynowych: adeniny (A) i guaniny (G)
oraz dwoch pirymidynowych: cytozyny (C) i tyminy (T), a $cisle okreslona
sekwencja nukleotydow tworzy informacje wykonawcza genéw czlowieka. Je-
dynie okoto 2% genomu czlowieka to sekwencje kodujace, a pozostale 98% to
sekwencje niekodujace, tzw. introny i sekwencje miedzygenowe [76, 127].

DNA Structure

Chromosome

Nucleotide
base pairs:

Nucleus 7 # . Guanine
- = > [ Cytosine
- Adenine

M Thymine

Ryc. 2. Schemat struktury chromosomu i spirali DNA

Zr6dto: NCI Dictionary of Cancer Terms.

Wyrdznia si¢ dwie odrebne czesci funkcjonalne genu: koniec 5 genu
tworzacy region promotorowy, ktory jest zaangazowany w regulacje ekspre-
sji genu, oraz region kodujacy, ktory ulega transkrypcji na RNA, a nastepnie
translacji do okreslonego przez gen biatka. Podstawowym schematem budo-
wy chromatyny jest 1,7-krotne owiniecie nici DNA wokét histonowego ok-
tameru tworzacego nukleosom, ktéry zawiera 147 par zasad DNA oraz 50
par zasad DNA Iacznikowego z nastepnym nukleosomem. Rdzen histonowy
utworzony jest przez osiem histondw, po dwie kopie histonéw H2A, H2B, H3
i H4. Kazdy histon zawiera domene odpowiedzialng za reakcje histon-histon
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i histon-DNA, bogatg w lizyne¢ domeng konica -NH, oraz ogon -COOH, ktore
moga by¢ potranslacyjnie modyfikowane poprzez acetylacje, metylacje, fosfo-
rylacje i ubikwitynacje [7, 127].

4. Podstawowe procesy epigenetyczne
w onkogenezie raka jamy ustne;

Rozwéj nowotworu w organizmie nastepuje w wyniku jednoczesnych zmian
genetycznych i epigenetycznych, ktére zachodza w genomie komorki [127].

Zmiany genetyczne w DNA to choroba genomu komoérki, manifestujaca
sie zmianami ekspresji gendw, wiodacymi do zmian ilosci, czasu powstawa-
nia i lokalizacji produktéw gendw supresorowych i onkogendéw. Sg to mutacje
i zmiany w pojedynczym nukleotydzie, usuniecie lub wstawienie fragmentu
DNA, zmiana liczby kopii lub translokacja [2, 30, 76]. W procesie nowotwo-
rzenia duze znaczenie maja réwniez dodatkowe mechanizmy epigenetycznej
regulacji ekspresji genow (z greckiego epi — ponad genomem), obejmujace
dziedziczne, lecz potencjalnie odwracalne, zmiany ekspresji genéw, kodowa-
ne przez modyfikacje genomu i komponenty chromatyny, jednak bez zmian
w sekwencji DNA.

Autorem definicji epigenetyki jest Conrad H. Waddington, ktéry w 1942 r.
opisal t¢ dziedzing jako galaz biologii badajacej interakcje przyczynowo-skut-
kowe miedzy genami i ich produktami, znajdujacymi odbicie w fenotypie po-
wstajacego organizmu [158]. Poczatkowo ta galaz genetyki dotyczyta jedynie
rozwoju embrionalnego, jednak badania dziedzicznych zmian w ekspresji ge-
ndéw, ktore wystepuja niezaleznie od pierwotnych zmian w sekwencji DNA,
pozwolily na rozszerzenie mechanizméw zmian epigenetycznych na funk-
cjonowanie calych organizméw, na wszystkich etapach rozwoju, jak réwniez
na etiopatogeneze wielu choréb, w tym nowotwordéw [31, 140]. Modyfikacje
epigenetyczne stwarzaja mozliwos¢ niejednorodnosci komérek, mimo iden-
tycznego zapisu sekwencji DNA i takich samych wzorcow sygnalizacji komor-
kowej. Regulacja epigenetyczna odgrywa wazng role w prawidlowym rozwoju
i utrzymaniu ekspresji genéw specyficznych dla tkanek organizmu, a zaburze-
nie tych wzorcéw prowadzi do zmian rozpoczynajacych rozwdj nowotworu
[60, 140]. Struktura chromatyny, utworzona przez nukleosomy, podlega zmia-
nom epigenetycznym, ktére przebiegaja wg czterech gtéwnych mechanizmoéw
dzialania: metylacji DNA, kowalencyjnych modytfikacji histonéw, przebudo-

21



wy struktury nukleosomowej i niekodujacych modyfikacji zwigzanych z RNA,
szczegdlnie miRNA [9, 41, 45, 46].

Mechanizmy epigenetyczne wspodldzialaja ze soba, przyczyniajac sie¢ do
powstania specyficznej populacji komorek, ktore tracg swoja pierwotng toz-
samos$¢ oraz mechanizmy regulacyjne i w konsekwencji mogg sta¢ si¢ komor-
kami patogennymi [47, 53].

Jednym z epigenetycznych mechanizméw zmian w prawidtowym tancu-
chu DNA jest proces metylacji. Epigenetyczne zmiany wzorca metylacji DNA
zaobserwowano w réznych typach nowotwordw i wielu badaczy uwaza, iz od-
grywaja one zasadnicze znaczenie w kancerogenezie. Zmiany epigenetyczne
obserwowano we wczesnych stadiach rozwoju nowotworu i wraz ze zmianami
genetycznymi uznawane s3 za nieprawidtowosci niezbedne do nowotworzenia
tkankowego i progresji rozwoju raka [15, 156].

Rézne typy nowotwordw wyrazaja charakterystyczne wzorce metylacji,
ale maja réwniez wspdlne cechy zmian epigenetycznych, ktére wykorzysty-
wane s3 we wczesnym wykrywaniu nowotwordw, umozliwiaja $ledzenie ich
progresji i majg pewne znaczenie w ocenie rokowania. Na $wiecie obserwo-
wany jest szybki postep technologiczny, umozliwiajacy wykrywanie i moni-
toring zmian epigenetycznych w tkankach czlowieka, co wykorzystywane jest
w praktyce klinicznej, jako wczesne biomarkery zmian rakowych oraz marke-
ry progresji procesu nowotworowego [24, 51].

DNA Methylation

Methylating the cytosine of a CpG
motif silences genes

T
w
é
W
>
= =
I—2=Z

Cytosine 5' Methyl-cytosine

Ryc. 3. Schemat metylacji cytozyny do 5-metylocytozyny

Zr6dlo: researchgate.net/publication/259209496.
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Proces metylacji polega na przylaczeniu grupy metylowej do piatego we-
gla pierscienia cytozyny, niemniej procesowi temu ulega jedynie 3-4% wszyst-
kich cytozyn w DNA [68, 91].

U ssakéw metylacja DNA dotyczy gtéwnie cytozyny, poprzez enzyma-
tyczne przeniesienie grupy metylowej z S-adenozylo-L-metioniny (SAM) na
wegiel w pozycji 5, tworzac 5-metylocytozyne (5mC) (Ryc. 3). Modyfikacja ta
nie wplywa na parowanie zasad azotowych w DNA, a grupa metylowa znajdu-
jaca sie w duzym rowku DNA moze oddzialywac¢ z biatkami [13, 127].

Zmiany w metylacji DNA rozpoznawane sg jako pierwszy epigenetyczny
biomarker zwigzany z rozwojem nowotworu, zmieniajacy prawidiowe funk-
cjonowanie genu i obejmuja one hipermetylacje, hypometylacje oraz zabloko-
wanie imprintingu [133, 140].

Hipermetylacja, czyli wzmocnienie metylacji, obserwowana jest w $cisle
okreslonych miejscach w strukturze DNA. Do metylacji dochodzi w nukleo-
tydach cytozynowych ulokowanych 5’ w stosunku do nukleotydéw guanino-
wych (CpG). Dinukleotyd CpG, nazywany wyspami CpG, obecny jest w regio-
nach promotorowych 50% gendéw czlowieka [26, 137, 149].

Metylacja DNA jest jednym z narzedzi wykorzystywanych przez rozwija-
jaca sie, prawidtowa komoérke do wylaczania genéw, warunkujac odmiennosé
tkankowa poprzez ekspresje genéw charakterystyczng dla réznych rodzajow
tkanek. Ponadto metylacja wykorzystywana jest w komodrce w utrzymywaniu
nieczynnego chromosomu X oraz imprintingu genéw jednego z dwdch rodzi-
cielskich alleli w celu zapewnienia monoallelicznej ekspresji genu [114]. Wzér
metylacji DNA w prawidlowej komorce jest staly i cechuje sie specyfika tkan-
kowa. Wzorzec ten ustalany jest u cztowieka i innych ssakéw podczas embrio-
genezy i podlega dziedziczeniu epigenetycznemu [10].

Ustanowienie i stabilno$¢ prawidtowego wzoru metylacji jest warunkiem
koniecznym do utrzymania prawidlowej ekspresji gendéw i w rezultacie pra-
widlowego funkcjonowania komoérek i tkanek. W zdrowych tkankach nie do-
chodzi do metylacji wysp CpG w regionach promotorowych gendéw, dlatego
proces transkrypcji informacji przebiega w sposéb niezaburzony. Metylowa-
ne cytozyny znajduja si¢ najczesciej w powtarzajacych si¢ sekwencjach oraz
wyspach CpG promotorowych regionéw represjonowanych genow, i wtedy
metylacja jest sygnalem dziedziczonym i utrzymuje gen w stanie wyciszenia
(26, 127].

Nosnikiem reszt metylowych jest S-adenozylometionina, ktéra w wyniku
dzialania enzymu metylotransferazy DNA (DNA methyltransferase, DNMT)
odlacza grupe metylows, kowalencyjnie taczaca sie z cytozyng. Wyodrebnio-
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no trzy metylotransferazy: DNMT1, DNMT3a i DNMT3b. Metylotransferaza
DNMT1 bierze udzial w procesie replikacji podczas przeksztalcania DNA he-
mimetylowanego do DNA metylowanego calkowicie. Mechanizm ten umoz-
liwia dziedziczenie wzorca metylacji, co zapobiega utracie sygnatu w potowie
komoérek potomnych. Pozostale metylotransferazy biora udziat w metylacji
nowych miejsc na nici DNA [50, 68, 116].

W komdrce nowotworowej rownowaga epigenetyczna zostaje zaburzona,
czego dowodem jest zmieniony wzorzec metylacji. W genomie komorek no-
wotworowych stwierdza si¢ ogdlna hypometylacje, ktérej towarzyszy hiper-
metylacja genéw promotorowych [149].

Hypometylacja to utrata metylacji DNA w regionach obejmujacych caly
genom, co skutkuje niestabilnoscig genomowg i progresja nowotworu. W ko-
morkach nowotworowych hypometylacji towarzyszy hipermetylacja wysp
CpG gendéw promotorowych, ktére pozostaja niemetylowane w prawidlowych
komorkach [66]. Ten unikalny wzér metylacji poszczegdlnych gendw jest ce-
cha powszechnie obserwowana w genach supresorowych wigkszosci typow
nowotwordw u ludzi, co skutkuje, analogicznie do mutacji punktowych i de-
lecji, wyciszeniem transkrypcji gendw supresorowych nowotworéw. Ponadto
metylacja DNA moze bezposrednio hamowac ekspresje genéw poprzez bloko-
wanie wigzania specyficznych czynnikéw transkrypcyjnych [37, 38].

Inaktywacja transkrypcji spowodowana przez hipermetylacje promotora
wplywa na geny zaangazowane w gléwne szlaki komoérkowe, takie jak: napra-
wa DNA (hMLH1 i MGMT), kontrola cyklu komérkowego (p16 INK4a, p15
INK4b), sygnalizacja Ras (RASSF), apoptoza (DAPKI), adhezja komoérkowa
(CDH1), detoksykacja (GSTP1 - S-transferaza glutationowa P1), odpowiedz
hormonalna (ESRI, ESR2) oraz zaburzenia szlaku p53. Zablokowanie tych ge-
néw zapewnia komérkom nowotworowym przewage w namnazaniu i wzro-
$cie oraz zwieksza niestabilno$¢ genetyczng [68, 72, 73].

Hypometylacja DNA w komdrkach nowotworowych wiaze sie gtéwnie ze
wzrostem funkcji i aktywnosci onkogendéw, ponadto w okreslonych promoto-
rach moze aktywowac nieprawidlowg ekspresje onkogendéw i indukowac utra-
te imprintingu w komérkach potomnych [37, 38, 39, 138].

Kancerogeneza jest procesem wieloetapowym, ktéry przebiega latwiej
dzigki mechanizmom epigenetycznym, inicjujagcym niestabilnos¢ genetycz-
na w wyniku mutacji gendw supresorowych i aktywacji mutacji genetycznych
w onkogenach. Jedna trzecia mutacji punktowych, ktére moga destabilizo-
wa¢ strukture i funkcje genéw, zachodzi w tzw. ,,goracych punktach’, ktory-
mi sg reszty 5-metylocytozyny, wystepujace przy wyspach CpG. Najczesciej
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w wiekszosci tych mutacji jest to przemiana metylocytozyny w tymine (C>T)
[122, 125]. Réwnoczesnie metylocytozyna moze mie¢ wplyw na sparowang
z nig zasade z drugiej nici DNA, prowadzac do przemiany guaniny w adenine
(G>A). Takie mutacje polegajace na przemianie G>A znajdowane s w 44,8%
przypadkach biafaczek i mielodysplazji oraz 60% przypadkow raka okreznicy,
natomiast mutacje C>T wystepuja w komoérkach podstawnych i rakach pta-
skonablonkowych. Metylacja zwigksza ponadto szybko$¢ hydrolizy i reaktyw-
nos$¢ sasiednich guanin [122, 124]. Utlenianie 5-metylocytozyny natomiast
przyczynia sie do wysokiej czestotliwosci przemiany C>T w sekwencjach wysp
CpG. Takie uszkodzenia DNA moga wptywac na wzorzec metylacji komorek
prawidlowych, prowadzac do znieksztalcen ekspresji gendéw supresorowych
i onkogenow, dajac poczatek procesowi nowotworowemu [27].

Epigenetyczne zaburzenia metylacji rozwijaja si¢ stopniowo w toczacym
sie procesie kancerogenezy. Hypermetylacja wysp CpG pojawia si¢ wczesnie
w tym procesie, a liczba metylowanych wysp CpG sukcesywnie rosnie wraz
z rozwojem nowotworu i progresja ztosliwosci raka [50]. Rozpoczyna si¢ pro-
ces rozpowszechniania si¢ metylacji nowych wysp CpG, ktory zajmuje coraz
wigksze obszary genomu, co prawdopodobnie jest skutkiem starzenia si¢ ge-
nomu oraz wynikiem dzialania mediatoréw stanu zapalnego i stresu oksyda-
cyjnego w komorce [73, 77].

Metylowane sekwencje DNA uznawane s3 za potencjalne biomarkery,
ktére moga by¢ wykorzystane we wczesnej diagnostyce nowotwordw, w oce-
nie stopnia zaawansowania, rokowania i ocenie odpowiedzi na wdrozong tera-
pie. Biomarkery epigenetyczne moga by¢ oznaczane w tkance nowotworowej
wycietego guza, w tkankach otaczajacych guz, jak réwniez w ptynach ustro-
jowych i osoczu. Na $wiecie trwaja intensywne badania nad poszukiwaniem
nowych epigenetycznych markeréw nowotworowych [32, 78].

Drugim kierunkiem badan nad zmianami epigenetycznymi w DNA
komoérek nowotworowych jest koncepcja oparta na odwracalnosci proce-
sow epigenetycznych i wykorzystanie tego zjawiska w opracowaniu nowych
strategii terapeutycznych i produkeji lekéw modytikujacych lub odwracaja-
cych zmiany epigenetyczne odpowiedzialne za rozpoczecie kancerogenezy
[31, 51, 108].

Poznawanie mechanizméw epigenetycznych zrewolucjonizowato badania
nad nowotworami rozwijajacymi si¢ u czlowieka, znacznie poszerzylo wiedze
na temat kancerogenezy i jednoczesnie otworzyto mozliwosci opracowania
biomarkeréw procesu nowotworowego oraz mozliwo$¢ rozwoju nowych kon-
cepcji profilaktycznych i terapeutycznych.
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5. Gen CDHT i biatko E-kadheryna

Gen CDH1 (kadheryna 1 typu 1) znajduje si¢ na dluzszym ramieniu chro-
mosomu 16, w locus 16q22.1 i koduje biatko E-kadheryne (epithelial cadhe-
rine). Jest on zlozony z 16 eksonéw i 15 fragmentdw intronowych [11, 126].

E-kadheryna jest homodimerem transmembranowym o masie czastecz-
kowej 120 kD zbudowanej z 882 reszt aminokwasowych. Ta glikoproteina ce-
chuje si¢ duza domeng zewnatrzkomdrkowa, skladajaca si¢ z pieciu segmen-
tow, przechodzaca w krotki segment przezblonowy, a nastepnie w domene
wewnatrzkomorkows, ktora zakotwiczona jest do cytoszkieletu aktynowego za
posrednictwem a i  katenin [55, 88]. C-koricowa domena cytoplazmatyczna
E-kadheryny cechuje si¢ bardzo wysoka stabilnosciag budowy, co zwigzane jest
z jej funkcjg adhezyjna.

Adherens Junctions
(Zonula adherens)

.
Cadherin

Ryc. 4. Schemat adhezji komdrkowej z udzialem E-kadheryny

Zrédto: commons.wikimedia.org/wiki/File:Adherens_Junctions_structural_proteins.svg.
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Funkcja zewnatrzkomoérkowych domen N-koncowych jest bardzo silne
polaczenie naprzeciwleglych czasteczek E-kadheryn, a jakiekolwiek zaburze-
nia w budowie tego fragmentu biatka zaburzaja utrzymywanie przylegania
sasiadujacych komorek nabtonkowych, polarno$¢ komorek, sygnalizacje we-
wnatrzkomdrkows i architekture tkanki [19].

Niezbednym warunkiem prawidlowej budowy przestrzennej E-kadhery-
ny i powstania polaczen pomiedzy zewnatrzkomérkowymi domenami tego
bialka jest przylaczenie dwuwarto$ciowych jonéw wapnia (Ca**), co decyduje
o przejsciu formy biernej w forme aktywng dwoch naprzeciw polozonych do-
men E-kadheryny [88].

& Ca+1‘
o ca-l--l-
& ca'l“l'
® call--l-

Extracellular

E-cadherin

PS1

L 504 Intracellular

340-375 - " e

N 331-351
677

706
a-catenin 728

j- or y-catenin

actin

Ryc. 5. Schemat budowy czasteczki E-kadheryny z elementami
zewnatrzkomoérkowymi, odpowiedzialnymi za polaczenia miedzykomorkowe
i elementami wewnatrzkomérkowymi, odpowiedzialnymi za zakotwiczenie
czasteczki bialka w cytoszkielecie

Zrédlo: researchgate.net/publication/259209496.

Badania naukowe, oceniajgce ekspresje E-kadheryny w réznych typach
raka, wykazaty kluczowg role tego biatka podczas progresji i inwazji nowotwo-
ru [56, 172]. Niski poziom aktywno$ci lub brak E-kadheryny jest Scisle zwigza-
ny ze zmianami w funkcjonowaniu i ruchliwo$ci komoérek, co skutkuje wigk-
sza liczbg przerzutéw raka do weztéw chtonnych. Podobnie, jak w przypadku
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innych nowotworéw zlosliwych, wykazano korelacje miedzy niska ekspresja
E-kadheryny i bardziej agresywnym przebiegiem kolczystokomoérkowego raka
jamy ustnej. Niska ekspresja lub brak biatka E-kadheryny jest skutkiem za-
blokowania genu supresorowego CDHI kodujacego to bialko. Do catkowitego
zablokowania powstawania E-kadheryny konieczne jest wylgczenie genu na
obydwu allelach, zgodnie z teoria ,,dwdch uderzen” Knudsona [12, 86].

W badaniach laboratoryjnych nie odnotowano mutacji w obrebie genu
CDH1 lub tez mutacje byly bardzo rzadkie. Stwierdzono natomiast, iz najistot-
niejszym mechanizmem ostabienia ekspresji lub calkowitego zablokowania
powstawania E-kadheryny jest hipermetylacja promotora genu CDHI. Zre-
dukowana ekspresja E-kadheryny jest gtéwna przyczyna dysfunkcji adhezji
miedzykomoérkowej i zaburzenia hamowania kontaktowego komorek, co skut-
kuje, w zaleznosci od nasilenia procesu, czesciowa lub catkowitg redukeja przy-
legania komdrek potomnych w tkance nowotworowej, a w konsekwencji zwiek-
szong zdolnoscig do naciekania tkanek otaczajacych pierwotny guz, jak réwniez
wczesng zdolnoscia do tworzenia przerzutow [11, 19, 88]. Czestotliwos¢ rozpo-
znawanej laboratoryjnie hipermetylacji genu CDHI waha si¢ miedzy 7% a 84%
analizowanych probek roznych typow rakéw plaskonablonkowych [58]. Dane
te sugeruja, Ze stwierdzenie hipermetylacji genu CDHI u chorych na nowo-
twory plaskonablonkowe moze by¢ biomarkerem epigenetycznym w przewi-
dywaniu biologicznego zachowania si¢ raka jamy ustne;j.



Cel pracy

Celem pracy byla ocena wplywu zaburzen epigenetycznych w mechani-
zmie hipermetylacji promotora genu CDHI w DNA komoérek nowotworo-
wych oraz w DNA komorek prawidlowych, na przebieg kliniczny, dynamike
i rokowanie w raku jamy ustnej.

Podjeto cele szczegdtowe:

- analizy zwigzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a lokalizacja raka jamy ustnej,

- analizy zwigzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a plcia chorego,

- analizy zwigzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a wiekiem chorego,

- analizy zwiagzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a czasem powstania wznowy raka,

- analizy zwiagzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a czasem i liczbg przerzutéw do regionalnych we-
zt6w chlonnych,

- analizy zwigzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a prawdopodobienstwem przezycia chorego,

- analizy zwigzku miedzy metylacja CDHI DNA z guza i DNA z tkanek mar-
ginesu chirurgicznego a infekcja wirusem HPV,

- udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy metylacja CDHI DNA z guza i DNA
z tkanek marginesu chirurgicznego w badanym materiale moze by¢ uznana
za marker agresywnosci procesu nowotworowego;

- udzielenie odpowiedzi na pytanie, czy celowe jest kontynuowanie badan la-
boratoryjnych w kierunku poszukiwania biomarkera opartego na hipermety-
lacji genu supresorowego CDH1 w kolczystokomoérkowym raku jamy ustne;.
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Materiat i wyniki badan klinicznych

Badanie mialo charakter retrospektywny. Sposréd chorych leczonych
z powodu raka jamy ustnej w Klinice Chirurgii Szczekowo-Twarzowej Uni-
wersyteckiego Szpitala Klinicznego w Rzeszowie wspodlnie z histopatologiem
i genetykiem wyselekcjonowano 79 chorych, u ktérych mozliwe bylo pozy-
skanie materialu genetycznego zaréwno z tkanek guza jak i tkanek marginesu
operacyjnego wolnego od komorek rakowych, a nastepnie z pobranego mate-
rialu przygotowano 158 preparatéw do badan genetycznych. Dane dotyczace
leczonych chorych zebrano po analizie dokumentacji medycznej historii cho-
réb Kliniki Chirurgii Szczekowo-Twarzowej, Poradni Onkologicznej Podkar-
packiego Centrum Onkologii oraz preparatéw histologicznych pozyskanych
z Zakladu Patomorfologii Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Rzeszo-
wie. Wérdd badanych byto 58 mezczyzn i 21 kobiet. W tabeli I przedstawiono
grupy wiekowe leczonych chorych.

Tabela I. Ple¢ i wiek chorych z rakiem jamy ustnej

Wiek
chorych | _ 40 2. | 40-501r.2 | 51-60 1.4 | 61-70 1.2 | >701.2. | RAZEM
Pleé
) 0 1 2 4 14 21
Kobiety (0%) (1,3%) (2,5%) (5,1%) (17,7%) (26,6%)
o 4 5 6 23 20 58
Mezczyzni (5,1%) (6,3%) (7,6%) (27,9%) | (25,3%) (73,4%)
4 6 8 27 34 79
RAZEM (5,1%) | (7,6%) | (10,1%) | (342%) | (43,0%) | (100,0%)

X’ = 5,8882, p=10.2076

Z danych tabeli I wynika, iz najliczniejsza grupe (43,0%) stanowili chorzy
w wieku powyzej 70 lat. Wsrod kobiet 17,7% byto w wieku powyzej 70 lat, co
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tworzylo najliczniejsza grupe kobiet. W grupie mezczyzn najliczniej reprezen-
towani byli chorzy w wieku od 61 do 70 roku zycia (27,9%). W analizowanej
grupie leczono 4 mezczyzn w wieku ponizej 40 roku zycia. W badanej grupie
chorych wiek nie byl istotny statystycznie.

Zestawienie danych dotyczacych lokalizacji raka i wieku operowanych
chorych przedstawiono w tabeli II.

Tabela II. Umiejscowienie raka jamy ustnej w grupach wiekowych chorych

Wiek chorych
<40rz 40-50rz./51-60r.z. 61-70r.z.| >70rz. | Razem
Umiejscowienie
1 0 3 4 8 16
Jezyk (1,3%) (0%) (3,8%) (5,1%) (10,1%) | (20,2%)
. i 2 3 2 8 2 17
Dno jamy ustnej (2,5%) (3,8%) (2,5%) (10,1%) (2,5%) (21,4%)
. 1 1 2 2 1 7
Policzek (1,3%) (1,3%) (2,5%) (2,5%) (1,3%) (8,8%)
. 0 2 0 12 7 21
Dziasto (0%) (2,5%) (0%) (15,2%) (8,8%) (26,6%)
0 0 1 1 16 18
Warga (0%) (0%) (1,3%) (1,3%) | (20,2%) | (22,8%)
4 6 8 27 34 79
Razem (5,1%) (7,6%) (10,1%) | (34,2%) | (43,0%) | (100,0%)

Z analizy danych zawartych w tabeli IT wynika, ze w badanej grupie cho-
rych najczesciej rozpoznawano raka dzigsta (26,6%), w dalszej kolejnosci raka
wargi (22,8%) oraz raka dna jamy ustnej (21,4%). Chorzy z rakiem btony $lu-
zowej jezyka stanowili 20,2%, a najrzadziej w analizowanej grupie rozpozna-
wano raka blony sluzowej policzka (8,8%).

W tabeli III przedstawiono dane dotyczace stosowania uzywek wsréd
chorych badanej grupy, ktdre to uzywki, tj. palenie tytoniu i naduzywanie al-
koholu, uznane zostaly za czynniki ryzyka zwiekszajace czestotliwo$¢ wysta-
pienia OSCC.

Ogodlem naduzywanie alkoholu deklarowalo 48,1% badanych, a dlugo-
trwale palenie tytoniu 71,4% chorych. Z zebranych danych wynika, iz w bada-
nej grupie dominowali mezczyzni naduzywajacy alkoholu, stanowiacy 41,6%
oraz palacy wyroby tytoniowe, ktérych odnotowano 53,9%. Wsréd kobiet
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przewazaly chore nienaduzywajace alkoholu. Analiza statystyczna potwierdzi-
fa istotno$¢ naduzywania alkoholu w badanej grupie chorych (p = 0.0135).

Tabela III. Palenie tytoniu i naduzywanie alkoholu w grupie chorych z rakiem jamy
ustnej

Uzywki Alkohol Tyton

Ple Tak Nie Razem Tak Nie Razem
5 16 21 14 7 21

Kobiety (6,3%) (20,2%) (26,6%) (17,7%) (8,8%) (26,6%)
32 26 58 43 15 58

Mezezyzni | (41,6%) (31,8%) (73,4%) (53,6%) (19,0%) (73,4%)
37 42 79 57 22 79

Razem (48,1%) (51,9%) | (100,0%) | (71,4%) (28,6%) | (100,0%)

X2 = 6,0905, p =0.0135

W tabeli IV przedstawiono zestawienie lokalizacji guza i stosowania uzywek.

Tabela IV. Umiejscowienie raka jamy ustnej w odniesieniu do stosowanych uzywek

Uzywki Alkohol Tyton
Lokalizacja ) )
guza Tak Nie Razem Tak Nie Razem
Jezyk 9 7 16 11 5 16
ey (11,4%) | (8,8%) | (202%) | (13,9%) | (63%) | (20,2%)
Dno jamy ustnej o 8 17 12 > 17
Jamy ustne) (11,3%) | (10,1%) | (214%) | (152%) | (63%) | (21,4%)
Dziasto 8 13 21 16 5 21
3 (10,1%) (16,6%) (26,7%) (20,2%) (6,3%) (26,6%)
Policzek 3 4 7 > 2 7
(3,8%) (5,1%) (8,8%) (6,3%) (2,5%) (8,8%)
Warea 8 10 18 13 5 18
8 (10,1%) | (12,6%) | (22,7%) | (164%) | (63%) | (22,7%)
Razem 37 42 79 57 22 79
(48,1%) (51,9%) | (100,0%) | (71,4%) (28,6%) | (100,0%)
x2 =1,5541, p=10.8170 X2 =0,2852, p=0.9907
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Z danych przedstawionych w tabeli IV wynika, iZ wéréd chorych z rakiem
dzigsta i wargi trzykrotnie wigcej 0séb palilo wyroby tytoniowe w poréow-
naniu z niepalagcymi. Wsrdd chorych leczonych z powodu raka jezyka, raka
dna jamy ustnej i policzka dwukrotnie wiecej bylo chorych palacych tyton,
nie zanotowano natomiast réznic w umiejscowieniu wskazanych nowotworéw
warunkowanych spozyciem alkoholu. W pozostatych lokalizacjach nie zaob-
serwowano duzych réznic zaleznych od uzywek.

Na podstawie analizy historii choroby operowanych chorych oznaczono
stopient zaawansowania nowotworu wg systemu TNM, a zebrane dane przed-
stawiono w tabeli V. Nie operowano chorych, u ktérych na etapie planowania
leczenia kompleksowego rozpoznano zaawansowanie guza w stopniu T4b lub
tez stwierdzono odlegte przerzuty M1.

Wsréd badanych najliczniejsza grupe 41,8% stanowili chorzy, u ktoérych
wielko$¢ guza zakwalifikowano do grupy T4a, w ktorej stwierdzono $redni-
ce pierwotnego ogniska raka powyzej 4 cm i naciekanie tkanek sgsiadujacych
z ogniskiem raka. Oceniajac regionalne wezty chlonne (cecha N) odnotowa-
no, iz najliczniejsza grupa 40,5% byli chorzy, u ktérych w badaniu klinicznym
stwierdzono zaawansowanie nowotworu na poziomie N2. Wyniki te nie sa
jednak istotne statystycznie.

W tabeli VI zestawiono dane o stopniu zaawansowania nowotworu z lo-
kalizacja guza pierwotnego.

Z danych przedstawionych w tabeli wynika, iz najliczniejsza grupe two-
rzyli chorzy z rakiem dzigsta z guzem w stopniu zaawansowania klinicznego
T4a, ktérego stwierdzono u 16,4% chorych. Druga pod wzgledem liczebnosci
grupe stanowili chorzy z rakiem dna jamy ustnej o wielkosci guza pierwotnego
T4a, ktérych bylto 11,4%, oraz pacjenci z rakiem jezyka o wielkosci guza T2,
ktérego odnotowano u 8,8% chorych. Analizujac stopien patologii regional-
nych wezléw chlonnych stwierdzono, iz najliczniejsza grupe tworzyli chorzy
z rakiem wargi i bez przerzutéow do wezléw chlonnych (13,9%). W dalszej ko-
lejnosci byli to chorzy z rakiem jezyka i rakiem dna jamy ustnej oraz przerzu-
tami N2 do wezléw chionnych szyi (10,1%).

Na podstawie zalecenn opracowanych przez AJCC oceniono stopien za-
awansowania procesu nowotworowego w analizowanej grupie chorych z ra-
kiem jamy ustnej, a dane zebrano w tabeli VII.

W eksplorowanej grupie najczesciej leczono chorych z IVa stopniem za-
awansowania procesu nowotworowego (41,7%) oraz III stopniem zaawanso-
wania (21,4%). W dalszej kolejnosci byli chorzy z II stopniem zaawansowa-
nia (19,0%) oraz I stopniem zaawansowania raka jamy ustnej (8,8%). Stopien
IVb odnotowano u 8,8% chorych. Najliczniejsza grupe stanowili mezczyzni,
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wsrdd ktérych zaawansowanie choroby nowotworowej oceniono na I'Va sto-
pient (30,4%) oraz stopien III (21,4%). Wsrod kobiet najczedciej leczone byly
nowotwory w stopniu IVa zaawansowania (11,4%) oraz w stopniu II i III
(po 5,1%). Nie stwierdzono istotnosci statystycznej analizowanych danych
(p = 0.3717).

Tabela VI. Ocena TNM w zalezno$ci od umiejscowienia raka jamy ustnej
TNM T N M

Lokalizacja| T1 T2 T3 | T4a | T4b | NO | N1 | N2 | N3 | MO | M1

3 7 2 4 0 2 4 8 0 16 0

Kk
Jezy 3,8% | 8,8% | 2,5% | 5,1% | 0,0% | 2,5% | 5,1% |10,1% 0% |20,2%  0,0%
Dno jamy 1 4 3 9 0 3 5 8 0 15 2
ustnej 1,3% | 5,1% | 3,8% | 11,4% | 0,0% | 3,8% | 6,3% | 10,1%| 0% |19,0%| 2,5%
. 0 2 6 | 13| o 3 [ 11| 9 o | 19| 2
Dziasto
0,0% | 2,5% | 7,6% | 16,4% | 0,0% | 3,8% | 13,9% | 11,4%| 0,0% |24,1% 2,5%
Policack 0 1 3 3 0 1 1 5 0 | 4 3
0,0% | 1,3% | 3,8% | 3,8% | 0,0% | 1,3% | 1,3% | 6,3% | 0,0% | 51% | 3,8%
Warea 6 6 2 4 o | 11| 3 2 o | 18] o
§ 7.6% | 7,6% | 2,5% | 5,1% | 0,0% | 13,9% | 3,8% | 5,1% | 0,0% |22,8% 0,0%
RAZEM 1020 16 | 3| 0 | 20 24| 32| 3|27

12,6% | 25,3% | 20,2% | 41,8% | 0,0% | 25,3% | 30,4% | 40,5% | 3,8% | 91,2% | 8,8%

Tabela VII. Stopient zaawansowania procesu nowotworowego w badanej grupie

Stopien za-
awanso-
wania| 0° Ie II° III° IVa° IVbe IVce | Razem
Plec
Kobie 0 2 4 4 9 2 0 21
ty 0%) | (2,5%) | (5,1%) | (5,1%) | (11,4%) | (2,5%) | (0%) | (26,6%)
Meiczvini 0 5 11 13 24 5 0 58
grezy 0%) | (6,3%) | (13,9%) | (16,4%) | (30,4%) | (6,3%) | (0%) | (73,4%)
0 7 15 17 33 7 0 79
Razem

(0%) | (8,8%) | (19,0%) | (21,4%) | (41,7%) | (8,8%) | (0%) |(100,0%)

Stopien zaawansowania procesu nowotworowego i lokalizacje guza zesta-
wiono w tabeli VIII.

35



Tabela VIII. Stopien zaawansowania raka jamy ustnej w zaleznosci od lokalizacji guza

Stopien zaawan-
sowania

0° I I III° IVae | IVbe | IVce | Razem
Lokalizacja

0 2 5 5 4 0 0 16
Jezyk 0%) | 2,5%) | 6,3%) | (6,3%) | (5,1%) | (0%) | (0%) | (20,2%)
Dno jamy ustnej 0 ! 3 4 7 2 0 17

0%) | (1,3%) | (3,8%) | (5.1%) | (8,8%) | (2,5%) | (0%) | (21,4%)
Drigslo 0 0 2 4 13 2 0 21

0%) | %) | 25%) | (51%) | (16,4%) (25%)  (0%) | (26,7%)
POliCZek 0 0 0 ! 3 3 3 7

(0%) (0%) 0%) | (1,3%) | (3,8%) | (3,8%) | (0%) (8,8%)
Warga 0 4 5 3 6 0 0 18

0%) | (51%) | (6,3%) | (3.8%) | (7,6%) | (0%) | (0%) | (22,8%)
Ragerm 0 7 15 17 33 7 0 79

(0%) | (8,8%) | (19,0%)|(21,4%) | (41,7%)| (8,8%) | (0%) |(100,0%)

Analiza stopnia zaawansowania choroby nowotworowej i umiejscowienia
guza pierwotnego wykazala, iz najliczniejsza grupe stanowili chorzy z rozpo-
znanym rakiem dzigsta w IVa stopniu zaawansowania klinicznego, ktérych
byto 16,4%. W dalszej kolejnosci odnotowano chorych z rakiem dna jamy ust-
nej w IVa stopniu zaawansowania (8,8%) oraz chorych z rakiem wargi ocenio-
nym na stopien IVa zaawansowania (8,8%). W badanej grupie diagnozowano
i leczono paliatywnie 7 chorych (8,8%) z rakiem policzka, dna jamy ustnej
i dzigsta w stopniu zaawansowania IVb.

Na podstawie analizy dokumentacji histopatologicznej chorych operowa-
nych z powodu raka jamy ustnej zebrano dane dotyczace stopnia zréznicowa-
nia (dojrzalosci) komorek tworzacych guz. Wyniki przedstawiono w tabeli IX.

Tabela IX. Stopien zréznicowania histologicznego raka jamy ustnej

G Gl G2 G3 G4 Razem
Kobiety (6.3%) (15,29%) (5,1%) (0,0%) (26,6%)
Mezczyzni 23 > ¢ . "
gzczy (29,1%) (36,7%) (7,6%) (0,0%) (73,4%)
Razem 28 > ” . o
(35,4%) (52,0%) (12,6%) (0,0%) (100,0%)

X2 =2,1663, p=0.3385
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W eksplorowanej grupie chorych najczesciej rozpoznawano raka o stopniu
zroznicowania komorkowego G2 (52,0%), nastepnie w stopniu zréznicowania
G1 (35,4%) oraz w stopniu G3 (12,6%). Wsrdéd chorych badaniem histopatolo-
gicznym nie rozpoznano rakow niezréznicowanych G4. W grupie kobiet bada-
niem histopatologicznym najczesciej rozpoznawano umiarkowane zréznicowa-
nie komorek guza G2 (15,2%) oraz wysokie zréznicowanie raka G1 stwierdzane
w 6,3% przypadkéw. W grupie mezczyzn najczesciej rozpoznawano umiarkowa-
ny stopien zréznicowania G2 (36,7%) oraz wysoko zréznicowane guzy w stop-
niu G1 (29,1%). Analizowane dane nie sg istotne statystycznie (p = 0.3385).

W tabeli X zestawiono dane dotyczace stopnia zréznicowania komdrek
guza i lokalizacji ogniska pierwotnego.

Tabela X. Stopien zréznicowania komoérek raka jamy ustnej w zaleznosci
od lokalizacji ogniska pierwotnego

Lokalizacja Gl G2 G3 G4 Razem
oark 3 11 2 0 16
ey (3,8%) (13,9%) (2,5%) (0,0%) (20,2%)
Dno jamy ustnej > ? 3 0 17

Jamy ) (6,3%) (11,4%) (3,8%) (0,0%) (21,4%)
Diasto 8 13 0 0 21

3 (10,1%) (16,4%) (0,0%) (0,0%) (26,7%)

. 0 3 4 0 7
Policzek (0%) (3,8%) (5,1%) (0,0%) (8,8%)
Warsa 12 5 1 0 18

§ (15,2%) (6,3%) (1,3%) (0,0%) (22,8%)
Ragem 28 41 10 0 79
(35,4%) (52,0%) (12,6%) (0,0%) (100,0%)

X2 =8,9943, p=0.0612

Z przedstawionych danych wynika, iz w badanej grupie najczesciej ob-
serwowano stopien umiarkowanego zréznicowania komorek raka G2 wsrod
guzdw dziasta (16,4%), jezyka (13,9%) i dna jamy ustnej (11,4%) oraz raki wy-
soko zréznicowane, rozpoznawane wsrod guzéw wargi (15,2%). Raki nisko
zroznicowane stwierdzano najczesciej w grupie nowotwordéw policzka (5,1%).
Analizowane dane nie byly istotne statystycznie (p = 0.0612).

Na podstawie analizy dokumentacji medycznej operowanych chorych,
ktérzy pozostaja w obserwacji Poradni Onkologicznej Podkarpackiego Cen-
trum Onkologii w Rzeszowie, zebrano dane dotyczace wystapienia wznowy
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miejscowej procesu nowotworowego, po pierwotnym leczeniu onkologicz-
nym, co ilustruje tabela XI.

Tabela XI. Wznowy procesu nowotworowego w grupie chorych z rakiem jamy ustnej

Wznowa

.. 0-6 m. 7-12m. | 13-24m. | 25-36 m. > 36 m. Razem
od operacji

Kobic 1 1 0 0 0 2

v (1,3%) (1,3%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (2,5%)
Mezczyzni 3 2 2 1 2 10

grezy (3,8%) (2,5%) (2,5%) (1,3%) 2,5%) | (12,6%)
Ragem 4 3 2 1 2 12

(5,1%) (3,8%) (2,5%) (1,3%) (2,5%) (15,2%)

W analizowanej grupie 79 chorych z rakiem jamy ustnej miejscowa wznowe
raka rozpoznano u 12 chorych, co stanowito 15,2% leczonych pacjentéw. Najcze-
$ciej, w 3,8% ogolnej liczby leczonych chorych, odnotowywano wznowe wéréd
mezczyzn w pierwszym potroczu od operacji. Ogoétem, w pierwszym roku od za-
biegu operacyjnego, rozpoznano wznowe procesu nowotworowego u 7 chorych,
co stanowilo 58,33% wszystkich stwierdzonych wznoéw, pozostale przypadki roz-
poznawano w drugim i trzecim roku od operacji.

W tabeli XII zestawiono dane dotyczace wznowy procesu nowotworowe-
go w zalezno$ci od lokalizacji pierwotnego ogniska raka.

Tabela XII. Wznowa miejscowa raka w zalezno$ci do lokalizacji ogniska
pierwotnego

Lokalizacja Wznowa Bez wznowy Razem
3 13 16
Jezyk (3,8%) (16,4%) (20,2%)
Dno jamy ustnej X 14 17
(3,8%) (17,5%) (21,4%)
Dziasto 4 17 21
(5.1%) (21,5%) (26,7%)
. 1 6 7
Policzek (1,3%) (7,6%) (8,8%)
1 17 18
Warga (1,3%) (21,5%) (22,8%)
Razem 12 67 79
(15,2%) (84,8%) (100,0%)

X2 = 1,781, p=0.7759
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Wznowy miejscowe obserwowano najczesciej w przypadkach raka dzigsta
(5,1%), w dalszej kolejnosci raka jezyka (3,8%) oraz raka dna jamy ustnej
(3,8%). W badanej grupie chorych nie stwierdzono istotnej statystycznie za-
lezno$ci analizowanych danych (p = 0.7759).

W tabeli XIII zebrano informacje dotyczace przerzutéw do regionalnych
wezlow chlonnych po pierwszej operacji ogniska pierwotnego.

Tabela XIII. Przerzuty do weztéw chlonnych po operacji raka jamy ustnej

Przerzuty
do wezléw 0-6m. | 7-12m. | 13-24m. | 24-36 m. | >36 m. | Razem
chlonnych
Kobiet > 0 ! 0 0 6
¥ 6,3%) | (0,0%) | (1,3%) | (0,0%) | (0,0%) | (7.6%)
Mezczyzni o 3 ! ! ! 1>
ey (11,4%) | (38%) | (1,3%) | (13%) | (1,3%) | (19,0%)
Razem 14 3 2 1 1 21

(17,7%) | 3,8%) | (25%) | (1,3%) | (13%) | (26,6%)

Przerzuty do kolejnych pieter regionalnych weztéw chlonnych po pier-
wotnym, chirurgicznym leczeniu raka jamy ustnej wystapity u 21 pacjentéw
(26,6%). Przerzuty w weztach chlonnych rozpoznawano najczesciej w pierw-
szym podlroczu po pierwotnej operacji (17,7%), odpowiednio 11,4% wsréd
mezczyzn i 6,3% wsrod kobiet. W pierwszym roku od zabiegu onkologicznego
odnotowano przerzuty do kolejnych pigter weztéw chlonnych szyi u 17 spo-
$réd 21 chorych (80,9%). W 2,5% przypadkow przerzuty do wezléw chion-
nych wystapily w drugim roku, a w 1,3% w trzecim roku od operacji.

W tabeli XIV zestawiono dane dotyczace przerzutéw raka do regional-
nych weztéw chtonnych w zaleznosci od lokalizacji pierwotnego ogniska raka.

Na podstawie analizy danych ujetych w tabeli stwierdzono, iz przerzuty
do regionalnych weztéw chlonnych najczgsciej obserwowano wséréd pacjen-
tow z rakiem dna jamy ustnej (8,8%), rakiem jezyka (7,6%) i rakiem dzigsta
(5,1%). W badanej grupie chorych nie stwierdzono istotnej statystycznie za-
lezno$ci analizowanych danych (p = 0.2739).

W tabeli XV zebrano dane dotyczace rozpoznanych przerzutéw odlegtych
wsrod operowanych chorych z rakiem jamy ustnej.

W badanej grupie przerzuty odlegle rozpoznano u 4 chorych (5,1%), byly
to przerzuty u 3 mezczyzn, ktére wystapily pomiedzy 7 i 12 miesigcem od ope-
racji, oraz u jednej chorej, u ktdrej przerzut odlegly zdiagnozowano w drugim

39



roku obserwacji po zabiegu operacyjnym. W dwoéch przypadkach przerzuty
odlegle dotyczyly pacjentéw z ogniskiem pierwotnym raka w dnie jamy ustnej,
u jednego chorego byt to rak jezyka i u jednego rak policzka. Przerzuty odlegle
rozpoznano u dwoch chorych w plucu oraz u dwoch w kregostupie.

Tabela XIV. Przerzuty do weztéw chlonnych w zaleznosci od lokalizacji ogniska
pierwotnego raka jamy ustnej

Przerzuty
Lokalizacja do wezlow Bez przerzutow Razem
chlonnych
Jezyk 6 10 16
ey (7,6%) (12,6%) (20,2%)
Dno jamy ustnej / 10 17
jatmy Tstie) (8,8%) (12,6%) (21,4%)
. 4 17 21
Dazigsto (5,1%) (21,4%) (26,7%)
. 1 6 7
Policzel (1,3%) (7,6%) (8,8%)
Warea 3 15 18
8 (3,8%) (19,0%) (22,8%)
Razem 21 58 79
(26,7%) (73,3%) (100,0%)

X2 =1,781p =0.2739

Tabela XV. Przerzuty odlegte wérdd chorych z rakiem jamy ustnej

Przerzuty odlegle 0-6m. | 7-12m. | 13-24m. | 25-36 m. | >36 m. | Razem

Kobiet 0 0 ! 0 0 !
Y (0,0%) (0,0%) (1,3%) (0,0%) (0,0%) (1,3%)

Mezczyzni 0 3 0 0 0 3
ey (0,0%) (3,8%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (3,8%)

Razem 0 3 1 0 0 4

(0,0%) (3,8%) (1,3%) (0,0%) (1,3%) (5,1%)

W tabeli XVI zebrano dane dotyczace czasu zgonéw chorych operowa-
nych z powodu raka jamy ustne;.
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Tabela XVI. Czas zgonu po operacji chorych z rakiem jamy ustnej

Zgon od operacji 0-6m. | 7-12m. | 13-24m. | 25-36 m. | >36m. | Razem

Kobiet 2 2 3 ! ! ?
¥ 2,5%) | 25%) | (3.8%) | (1,3%) | (1,3%) | (11,4%)

Mezczyzni > 4 ? 1 6 25
grery 63%) | (51%) | (11,4%) | (1,3%) | (7,6%) | (31,6%)

Razemn 7 6 12 2 7 34

(8,8%) (7,6%) (15,2%) (2,5%) (8,8%) (43,0%)

X2 = 1,2772p = 0.8652

W analizowanej grupie chorych w okresie obserwacji odnotowano 34 zgo-
ny, co stanowilo 43,0%. Dotyczyly 25 (31,6%) mezczyzn i 9 (11,4%) kobiet. Naj-
wiecej zgondéw w grupie kobiet obserwowano w pierwszym roku po zakonczeniu
leczenia onkologicznego (5,1%), wéréd mezczyzn (11,4%) zmarto w pierwszym
roku od operacji, podobnie w drugim (11,4%) oraz (7,6%) w okresie powyzej
3 roku od zakonczenia leczenia. W badanej grupie nie stwierdzono istotnej sta-
tystycznie zaleznosci analizowanych danych (p = 0.8652).

W tabeli XVII zestawiono lokalizacje raka jamy ustnej ze zgonami chorych.

Tabela XVII. Przezycia i zgony chorych w zaleznosci od lokalizacji ogniska
pierwotnego

Przezycia .
Y Zgon Zyje Razem
Lokalizacja

oark 7 9 16
ezy (8,8%) (11,4%) (20,2%)

Dno jamy ustnej 8 ? 17
Jamy ustne) (10,1%) (11,4%) (21,4%)

Dziasto 12 ? 21
& (15,2%) (11,4%) (26,7%)

. 4 3 7
Policzek (5,1%) (3,8%) (8,8%)

Warsa 3 15 18
& (3.8%) (19,0%) (22,8%)

Ragern 34 45 79
(43,0%) (57,0%) (100,0%)

X2 =7,4939, p=0.1119
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Z danych zebranych w tabeli XVII wynika, ze najwiecej zgonow stwier-
dzono wsréd chorych z rakiem dzigsta, ktorych bylo 12 (15,2%), co stanowilo
57,1% chorych z OSCC w tej lokalizacji. W dalszej kolejnosci byli to pacjenci
leczeni z powodu raka dna jamy ustnej (10,1%) oraz raka jezyka (8,8%). Naj-
mniejszy odsetek zgonéw zanotowano wsérdd chorych z rakiem wargi (3,8%).
W badanej grupie chorych nie stwierdzono istotnej statystycznie zalezno$ci
analizowanych danych (p = 0.1119).



Badania laboratoryjne

1. Materiat genetyczny

W badaniach genetycznych poddano analizie laboratoryjnej poziom me-
tylacji DNA regionu bogatego w CpG, w rejonie promotora genu CDH1, w 158
preparatach laboratoryjnych, przygotowanych z tkanek nowotworu i tkanek
marginesu chirurgicznego tego samego chorego, oznaczonych przez histopa-
tologa jako wolne od nacieku raka.

Kazdg pare pozyskana z komdrek nowotworu i komdrek prawidtowych pa-
cjenta, uzyskano z tkanek 79 chorych z rakiem jamy ustnej leczonych w Klinice
Chirurgii Szczekowo-Twarzowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego im.
Fryderyka Chopina w Rzeszowie (Kierownik Kliniki dr hab. n. med. Bogumit
Lewandowski, prof. UR) sposréd materiatu biologicznego chorych. Preparaty
te zostaty odrzucone w trakcie procesu preparacji probek DNA, jako uniemoz-
liwiajace pozyskanie podwdjnych prébek nieuszkodzonego, reaktywnego DNA,
ktéry mogt by¢ poddany dalszym testom genetycznym. Preparaty laboratoryjne
zostaly przygotowane z bloczkéw parafinowych materiatu operacyjnego leczo-
nych chorych, pozyskanego z Klinicznego Zakladu Patomorfologii Uniwersy-
teckiego Szpitala Klinicznego im. F. Chopina w Rzeszowie (Kierownik Zakladu
dr hab. n. med. Ewa Kaznowska, prof. UR). Analize laboratoryjna metylacji
promotora genu CDH]I przeprowadzono w Zakladzie Genetyki Medycznej In-
stytutu Pielegniarstwa i Nauk o Zdrowiu Wydzialu Medycznego Uniwersytetu
Rzeszowskiego (Kierownik Zaktadu prof. dr hab. n. med. Izabela Zawlik).
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2. Preparatyka laboratoryjna
probek DNA i wyniki

Przygotowanie preparatow do badan biochemiczych bylo procesem
zmudnym i wieloetapowym, absorbujacym duze naktady czasowe i finansowe.

Wyizolowanie DNA z tkanek raka i ,,czystych onkologicznie” tkanek mar-
ginesu operacyjnego, ktore po operacji zostaly zatopione w bloczkach parafi-
nowych, bylo procesem wymagajacym uprzedniego odparafinowania zatopio-
nych skrawkow.

Procedure odparafinowania badanych tkanek przeprowadzono w naste-
pujacej sekwencji: do pocietych skrawkow parafinowych o grubosci 3 um do-
dawano 1 ml ksylenu, probke worteksowano i inkubowano przez 15 minut
w piecyku hybrydyzacyjnym w temperaturze 56°C, nast¢pnie wirowano przez
15 minut z predkoscig 12 000 obr./min, zlewano supernatant i usuwano ksy-
len. Czynnosci te powtarzano dwukrotnie. Kolejnym etapem bylo rozpuszcze-
nie uzyskanego pelletu w 1 ml 98% etanolu, ktéry byt inkubowany w tempera-
turze pokojowej przez 5 minut, a nastepnie odwirowany z predkoscig 12 000
obr./min przez 10 minut. Uzyskany nadsacz byl poddawany suszeniu w wi-
rowce prézniowej w temperaturze 45°C przez 20 minut.

Kolejnym etapem przygotowania preparatéw bylo poddanie odparafino-
wanej, suchej tkanki procesowi lizy. Pozyskang w poprzednim etapie tkanke
umieszczano w probowce Eppendorfa i dodawano 180 pl buforu ATL oraz
20 pl proteinazy K. Preparat poddawano inkubacji przez 48 godzin w tempe-
raturze 56°C, po uplywie 24 godzin ponownie dodawano 20 pl proteinazy K,
po czym probke krotko wirowano, a nastgpnie inkubowano przez 15 minut
w temperaturze 70°C, celem dezaktywacji enzymu proteinazy K.

Nastepnym etapem przygotowania preparatéow do analiz genetycznych
byta izolacja pozyskanego DNA na kolumnach. Do prébek dodawano 400 ul
99% etanolu, proboéwki worteksowano, wirowano, a zawarto$¢ probowki
Eppendorfa przenoszono do kolumien QlAamp Spin Column, nastepnie wi-
rowano przez 1 minute z predkoscig 8000 obr./min. Zawarto$¢ kolumn pod-
dawano plukaniu buforami AW1 i AW2, poddajac kolumne wirowaniu po
kazdym dodaniu bufora. Usuwano przedsacz i centralnie na kolumne nakra-
piano 50 pl wody, krétko wirowano do 2000 obr./min, kolumne odstawiano na
5 minut, a nastepnie uzyskane DNA wymywano z kolumny poprzez wirowa-
nie przez 1 minute z predkoscig 8000 obr./min. Wymyty z kolumny roztwoér
zawierajagcy DNA w ilo$ci okoto 40 pg/ul dzielono na porcje i magazynowano
w warunkach -80°C.
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Tak pozyskane z preparatow parafinowych probki DNA mogly zostaé
poddane dalszym badaniom, ktérych celem bylo oznaczenie statusu metylacji
regionu promotora genu CDH1 w reakgji fancuchowej polimerazy specyficz-
nej wobec metylacji (Methylation — Specyfic PCR). Analiza ta polegala na dez-
aminacji probki DNA przy uzyciu dwusiarczku sodu. W reakcji tej niezme-
tylowane cytozyny zamieniane sg na uracyl, a nastepnie w czasie reakcji PCR
(Polymerase Chain Reaction) na tymine, podczas gdy cytozyna metylowana
pozostaje niezmieniona. W reakcji tej wigc sekwencja zasad w analizowanym
fragmencie DNA zostaje zmieniona, w zaleznosci od tego, czy pierwotnie ni¢
DNA zawierala, czy tez nie zawierala metylowanej cytozyny.

Reakcje tancuchowa polimerazy specyficzng wobec metylacji (MSP) wy-
konuje si¢ z uzyciem starteréw specyficznych zaréwno dla zmetylowanego, jak
i niezmetylowanego fragmentu promotora. Genomowy DNA wyizolowano
z utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie probek za pomoca zestawu
QIAamp DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen). DNA zmodyfikowano wodorosiarczy-
nem sodu i oczyszczono za pomoca zestawu Bisulfite Kit (Qiagen) EpiTect. Bisul-
fit poddany obrébce DNA powielono, stosujac TaKaRa EpiTaq™ HS (Clontech)
w nastepujacy sposob: 1x bufor, 0,3 mM dNTP, 2,5 mM MgCl2, 0,5 U polimeraza
i 0,4 uM startery w catkowitej objetosci 20 pl. Do amplifikacji produktéw zasto-
sowano dwa rdézne zestawy metylowanych i niemetylowanych starteréw CDH]I.

Amplifikacje przeprowadzono w nastepujacych warunkach: poczatkowa
denaturacja w 95°C przez 15 minut, nastepnie 35 cykli z denaturacjg w 95°C
przez 30 sekund, hybrydyzacja w 57°C lub 55°C przez 30 sekund, i wydltu-
zenie w 72°C przez 30 sekund, a nastgpnie koncowe wydluzanie w 72°C
przez 7 min. Zamplifikowane produkty rozdzielono w 2% zelu agarozowym
(PB Genoplast Biochemicals) zabarwionym barwnikiem Green Midori (Nippon
Genetics). Rozmiary metylowanych i niemetylowanych amplikonéw wynosity

odpowiednio 116 par zasad i 97 par zasad.

T i
4 +hiet O

Ryc. 6. Hemimetylacja probek 1, 2, 3 i brak metylacji dla probki +Met (brak prazka)
oraz prébki kontrolnej 0
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Ryc. 7. Hemimetylacja probek 1, 2, 3 i calkowita metylacja probki +Met (widoczny
prazek) oraz brak prazka dla probki kontrolnej 0

W tabeli XVIII przedstawiono sekwencje zasad w starterach, wielkos¢
amplifikowanych fragmentéw i zastosowana temperature hybrydyzacji w re-
akcji fancuchowej polimerazy specyticznej wobec metylacji (MSP).

Tabela XVIII. Sekwencje starterow, wielko$¢ fragmentdw i temperatura hybrydyzacji
stosowane w MSP

Rozmiar | Temperatura

Nazwa genu Sekwengcja starterow 5’ - 3’ o , .
amplikonéw | wyzarzania
CDH1 F: TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT
116 570C
zmetylowany R: TAACTAAAAATTCACCTACCGAC
CDH1 F: TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT
97 550C

niezmetylowany | R: CACAACCAATCAACAACACA

Drugim, réwnoleglym torem przebiegal proces oznaczania w analizowa-
nej grupie chorych infekcji wirusem HPV. Preparatyka laboratoryjna przebie-
gala wg nastepujacej sekwencji:

Z tkanki dostarczonej w probéwkach Eppendorfa izolowano DNA z uzy-
ciem zestawu GeneMATRIX DNA Purfikation Kit (Eurx nr kat. E3550). Za-
stosowano protokol B przeznaczony do izolacji DNA z fragmentéw tkanek
utrwalonych w parafinie. Do odparafinowanej tkanki dodawano bufor lizu-
jacy (Lyse T) i proteinaze K. Probki inkubowano w 56°C do catkowitego stra-
wienia tkanki. Nastepnie do probek dodano buforu Sol T i inkubowano prébki
10 min w 70°C. Po inkubacji dodano 96% etanol i wirowano probke przez
1 min z predkoscia 11 000 x g. Lizat naniesiono na minikolumne i wirowa-
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no. Nastepnie mini kolumne, ze zwigzanym DNA, przemywano dwukrotnie
w buforach ptuczacych — Wash TX1 i Wash TX2. Ostatecznie DNA eluowano
50 ul buforu elucujnego (Elution) podgrzanego do 70°C. Przy izolacji wykona-
no probe slepa bez tkanki, ktérg traktowano jak probki badane. Tak uzyskane
DNA przechowywano w -20°C.

W celu sprawdzenia jakosci DNA i jego zdolnosci do amplifikacji wyko-
nywano amplifikacje genu komdrkowego B-globine. Wszystkie probki badane,
z ktoérych izolowano DNA, uzyskaly pozytywny wynik reakcji PCR na obec-
nos¢ genu B-globiny, kontrole $lepe uzyskaly wynik negatywny, co swiadczylo
o poprawnej izolacji DNA z badanych prébek.

Wykrywanie DNA HPV z réwnoczesnym genotypowaniem wirusa wy-
konywano testem PapillomaStrip (firmy OPERON), ktoéry wykrywa i okre-
$la typy 19 genotypéw HPV wysokiego i $redniego ryzyka. Test opiera sie na
odwrotnej hybrydyzacji. Sondy polozone s3 na paskach, ktére umieszcza sie
w rynienkach, a nastepnie do rynienek dodaje si¢ produkt reakcji PCR i roz-
poczyna procedure hybrydyzacji. Test pozwala na wykrycie i genotypowanie
nastepujacych typow HPV: 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66,
68, 69, 73, 82. Mieszanka reakcyjna PCR zawierata: Mix PCR (Reag/PCR mix),
startery (Reag/Primer) — komplementarne do region E6-E7 genomu HPV, po-
limeraze taq (Reag/Taq) oraz DNA pozyskane z probek chorych.

Reakcje PCR przeprowadzono w warunkach 96°C, 5 min, nastepnie 40
cykli w temp. 94°C, 1 min, 58°C, 1 min, 72°C, 1 min, 72°C, 5 min, 8°C. Po
zakonczeniu reakcji PCR wykonywano hybrydyzacje i reakcj¢ barwna lub do
czasu dalszych analiz przechowywano w temperaturze —20°C. Hybrydyzacje
i reakcje barwng wykonano wg protokotu dostarczonego przez producenta.
Cala procedura przeprowadzona byla w temperaturze 42°C zgodnie z proto-
kolem. Podczas hybrydyzacji fragmenty sekwencji gendw wiazg si¢ specyficz-
nie z odpowiadajacymi im sondami genetycznymi unieruchomionymi na pa-
sku testowym. Wykrywanie amplifikowanych fragmentéw zhybrydyzowanych
z sondami wykorzystuje reakcje wigzania koniugatu (streptawidyny znakowa-
nej peroksydaza) z biotyna, zwiazang z amplifikowanym fragmentem DNA,
wbudowang podczas reakcji PCR. Dodanie substratu dla peroksydazy (TMB)
powoduje w obecnosci enzymu jego przeksztalcenie w niebieski precypitat,
osadzajacy si¢ w miejscu, gdzie nastgpila hybrydyzacja. W koncowym etapie
na pasku testowym wystepuje wzor wybarwien w formie prazkéw, ktory jest
interpretowany z pomocg paska kontrolnego.

W analizowanej grupie testami laboratoryjnymi zbadano obecno$¢ infek-
cji tkanek nowotworowych jamy ustnej wirusem HPV, a wyniki badan zebrano
w tabeli XIX.
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Tabela XIX. Obecno$¢ infekcji HPV w zaleznosci od lokalizacji ogniska pierwotnego

—_HPV HPV + HPV - Razem
Lokalizacja
Jezyk 3 13 16
€2y (3,8%) (16,4%) (20,2%)
Dno jamy ustnej 1 16 17
Jamy ) (1,3%) (20,2%) (21,4%)
Dziasto 0 21 21
2 (0,0%) (26,7%) (26,7%)
. 1 6 7
Policzelc (1,3%) (7,6%) (8,8%)
Warea 3 15 18
& (3,8%) (19,0%) (22,8%)
Razem 8 71 79
(10,1%) (89,9%) (100,0%)

X2 = 2,838p = 0.5852

W badanej grupie chorych, testami laboratoryjnymi rozpoznano infek-
cje komorek guza wirusem HPV u 10,1% badanych. Najczesciej dotyczylo
to ognisk raka jezyka (3,8%) i raka wargi (3,8%). W tkankach guza jezyka
wykryto HPV typu 31, 33 oraz 59, w raku wargi byly to wirusy typu 16 i 33,
w tkankach nowotworowych dna jamy ustnej rozpoznano typy 33, 45, 51 52,
natomiast w raku policzka typy 16, 33 i 56. W eksplorowanej grupie nie stwier-
dzono istotnej statystycznie zaleznosci analizowanych danych (p = 0.5852).

W tabeli XX zestawiono dane dotyczace stopnia zréznicowania komoérek
raka jamy ustnej ze stwierdzong laboratoryjnie infekcja wirusem HPV.

Tabela XX. Infekcje HPV w zaleznosci od stopnia zrdznicowania komorek raka jamy
ustnej

HPV

G HPV + HPV - Razem
G1 1 27 28
(1,3%) (34,1%) (35,4%)
G2 5 36 41
(6,3%) (45,6%) (52,0%)
G3 2 8 10
(2,5%) (10,1%) (12,6%)
0 0 0
G4 (0,0%) (0,0%) (0,0%)
Razem 8 71 79
(10,1%) (89,9%) (100%)

X2 =2,5859p = 0.2744

48



Z zebranych danych wynika, iz stwierdzona w testach genetycznych in-
fekcja wirusem HPV najczesciej dotyczyla guzéw o umiarkowanym stopniu
zroznicowania G2, ktérych bylo 6,3%. Ponadto infekcje HPV stwierdzono
w 2,5% guzdéw o niskim stopniu zréznicowania komoérkowego G3 oraz w 1,3%
przypadkéw guzéw wysoko zroznicowanych G1. W badanej grupie chorych
nie skonstatowano istotnej statystycznie zaleznosci analizowanych danych
(p = 0.2744).

W tabeli XXI zestawiono stopient zaawansowania raka jamy ustnej i roz-
poznanej infekcji wirusem HPV.

Tabela XXI. Infekcja HPV w zaleznosci od stopnia zaawansowania raka jamy ustnej

Stopien
zaawan- 0° Ie II° III° IVa° IVbe IVce Razem
-sowania
HPV + 0 2 2 0 4 0 0 8
0%) | (2,5%) | (2,5%) (0%) (5,1%) (0%) (0%) (10,1%)
HPV - 0 5 13 17 29 7 0 71
0%) | (6,3%) | (16,4%) | (21,4%) | (36,7%) | (8,8%) (0%) (89,9%)
0 7 15 17 33 7 0 79
Razem

(0%) | (8,8%) | (19,0%) | (21,4%) | (41,7%) | (8,8%) (0%) |(100,0%)
X2 =7,4939, p=0.1119

Z danych zawartych w tabeli XXI wynika, ze infekcja wirusem HPV naj-
czesciej wystepuje w guzach o stopniu zaawansowania IVa (5,1%), ktore stano-
wity 50% stwierdzonych infekcji HPV. W badanej grupie chorych nie zaobser-
wowano istotnej statystycznie zaleznosci analizowanych danych (p = 0.1119).



Wyniki badan i analiza statystyczna
zgromadzonych danych

1. Metody badan

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Rzeszowskiego, uchwalg Nr 14/01/2019,
wyrazila zgode na przeprowadzenie badania metylacji genu supresorowego
CDH1I w ramach projektu badawczego: ,,Molekularne zaburzenia w réznych
typach nowotworéw i chorobach o podtozu autoimmunologicznym”

Analizowane zmienne obejmowaty: dane demograficzne, obecno$¢ lub
brak metylacji promotora genu CDHI w komorkach guza i w komoérkach
marginesu operacyjnego, dane dotyczace nalogowego palenia tytoniu i picia
alkoholu przez chorych, umiejscowienie guza, okres obserwacji (jako czas cat-
kowity od ostatniej wizyty w szpitalu), wystapienie badz niewystapienie zgonu
chorego, czas przezycia, obecno$¢ lub brak miejscowej wznowy nowotworu,
obecnos¢ lub brak przerzutéw odleglych i przerzutéw do weztéw chtonnych,
czas bez wystgpienia przerzutow odlegtych w okresie obserwacji, czas bez
przerzutéw do weztéw chlonnych w okresie obserwacji. Analizowano ponadto
kliniczng i patomorfologiczna ocen¢ zaawansowania guza oraz stopnia zajecia
weztow chlonnych, stopniowanie zaawansowania nowotworu w momencie
operacji oraz stopien zrdznicowania nowotworu. Dodatkowo badano obec-
nos$¢ lub brak infekcji HPV, a w przypadku stwierdzenia infekcji HPV - czy
wystepuje jeden, czy wiele serotypow wirusa.

Uzyskane dane w postaci zmiennych opracowano z wykorzystaniem pro-
gramu EXCEL 2010. Wykaz zmiennych i sposéb ich kodowania przedstawia
Tabela XXII.
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Tabela XXII. Analizowane zmienne wraz z ich kodami liczbowymi

Kod . . . Kod zmiennej/sposéb
. . Opis zmiennej .
zmiennej pomiaru
1 Metylacja promotora genu CDHI w obrebie 0 - brak, 1 - wystepuje
guza
Metylacja promotora genu CDHI w obrebie .
2 0 - brak, 1 - wyst
zdrowej sasiedniej tkanki e wystepwje
3 Wiek W latach
4 Ple¢ 0 - meska, 1 - zeniska
5 Palenie tytoniu 0 - brak, 1 - wystepuje
6 Spozywanie alkoholu 0 - brak, 1 - wystepuje
7 Calkowity czas od ostatniej wizyty w szpitalu W miesiacach
(okres obserwacji)
8 Zgon pacjenta w okresie obserwacji 0 - nie wystapil, 1 - wystapit
9 Czas przezycia w okresie obserwacji W miesigcach
10 Wystapienie miejscowej wznowy nowotworu | 0 - brak, 1 - wystepuje
1 Czas wystapienia miejscowej WZnowy W miesiacach
nowowtworu od momentu operacji
12 Wystapienie przerzutéw odlegtych 0 - brak, 1 - wystepuje
13 Czas be.z wysta,plem.z.i przerzutéw odlegtych W miesiacach
w okresie obserwacji
Wystapienie przerzutéw do wezlow .
14 -brak, 1 -
chlonnych 0-bra wystepuje
15 Czas bez Wysta,plen.la przerzutqw do weztow W miesiacach
chlonnych w okresie obserwacji
16 OFe.rla zaawansowania guza dokonana przez 1 -1,2-2,3-3,4-4,42-5
klinicyste
17 Ocena Rr?erzutow do weztéw dokonana 0-0,1,1,2-2,2b-3
przez klinicyste
18 Lokalizacja guza w obrebie jezyka 0 - brak, 1 - wystepuje
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cd. tabeli XXII

Kod . . . Kod zmiennej/sposéb
. . Opis zmiennej .
zmiennej pomiaru
19 Lokalizacja guza w obrebie dzigsta 0 - brak, 1 - wystepuje
20 Lokalizacja guza w obrebie wargi 0 - brak, 1 — wystepuje
21 Lokalizacja guza w obrebie dna jamy ustnej 0 - brak, 1 - wystepuje
22 Lokalizacja guza w obrebie policzka 0 - brak, 1 - wystepuje
24 Infekcja HPV 0 - brak, 1 — wystepuje
25 Szczepy HPV 0- brgk, 1 - pojedynczy, 2 -
mnogie
2% Ocena zaawansowania guza dokonana przez 1-1,2-2,3-3.4-4
patomorfologa
27 Stopniowanie zaawansowania procesu 0-0,1,1,2-2
nowotworowego w chwili operacji
28 Ocena przerzutéw do weztéw dokonana 0-0,1,1,2-2
przez patomorfologa
28 Ocena stopnia zréznicowania guza 0-0,1,1,2-2,3-3

Zmienne po wstepnym opracowaniu i uporzagdkowaniu poddano analizie
matematycznej z zastosowaniem programu Statistica 13.1. Do analizy czgstosci
zastosowano test chi-kwadrat i test U Manna-Whitneya, a do analizy zmien-
nych ciagtych test U Manna-Whitneya. Zmienne ciggle charakteryzujace prze-
bieg procesu terapeutycznego, w postaci czasu przezycia, czasu bez wznowy
miejscowej oraz czasu bez przerzutéow odleglych i bez przerzutéw do wezlow
chtonnych spetnialy zatozenia analizy metodami zaawansowanych modeli li-
niowych i nieliniowych. Analizy te noszg ogdélng nazwe analiz czasu przezycia
i bezawaryjnosci. Przeprowadzono je metoda Kaplana — Meiera. Metoda ta
pozwala na uzyskanie prawdopodobienstwa przezycia (trwania) bez wystapie-
nia zakladanego zjawiska (przerzut, wznowa, zgon) w okresie obserwacji. Wy-
nik uzyskuje si¢ jako mnozenie prawdopodobienstwa przezy¢ kolejnych prze-
dziatéw czasowych, w tym przypadku miesiecy. Jako punkt koficowy przyjeto
wystapienie zjawiska (kod 1), jako punkt ucigcia — zakonczenie obserwacji bez
wystapienia zjawiska (kod 0).
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Po dokonaniu analizy na podstawie standardowych testow statystycznych,
opartych na zalozeniach czgstosciowych (zmienna przyjmuje rézne wartosci
w nieskonczenie duzym zbiorze, a powtarzany odpowiednio czesto pomiar/
eksperyment dostarcza wiedzy o rozkladzie prawdopodobienstwa przyjmowa-
nia danej warto$ci przez dang zmienng) przeprowadzono analiz¢ bayesowska.
Wedlug twierdzenia Thomasa Bayesa okresla si¢ prawdopodobienstwo wa-
runkowe, tj. stopien poparcia hipotezy a posteriori przez wyniki eksperymentu
(pomiaru). Analiza ta wymaga poczynienia wstepnych zalozen odnoszacych
sie do prawdopodobienstwa hipotezy roboczej (a priori) w celu stworzenia
modelu dla uzyskania prawdopodobienstwa zweryfikowanego danymi (a po-
steriori). W $wietle danych eksperymentalnych (pomiarowych), prawdopodo-
bienstwo a posteriori odpowiada prawdopodobienstwu danych przy zalozeniu
hipotezy a priori, pomnozonemu przez dotychczasowe prawdopodobienstwo
tej hipotezy i podzielonemu przez prawdopodobienstwo danych. Uzyskany
wynik miesci sie w przedziale 0-1, a za istotne uznaje si¢ wartosci p>0,5. Ten
sposob analizy statystycznej nie wymaga normalnosci rozkladu zmiennych
w probie, ani nie zaklada warunku cigglosci zmiennych; dobrze nadaje si¢ do
oceny wynikéw badan eksperymentalnych (Nowak R.: Statystyka dla fizykow.
PWN, Warszawa 2002).

2. Wyniki analizy statystyki opisowe]

Analizowane zmienne kwalifikowaly sie do przedstawienia w nastepuja-
cych skalach: interwalowej (wiek pacjentéw w latach, czas przezycia, czas bez
wznowy, czas bez przerzutéw liczone w miesigcach) oraz nominalnej (pozo-
stale zmienne). Warunkowalo to sposéb ich opracowania. Statystyki opisowe
w postaci $redniej arytmetycznej, mediany, odchylenia standardowego, mini-
mum i maksimum byly mozliwe do przedstawienia jedynie w odniesieniu do
zmiennych mierzonych w skali interwalowej w miesiacach lub latach.

Analiza rozkladéw zmiennych okreslanych w skali interwalowej przy wy-
korzystaniu testu Shapiro-Wilka i Lilieforsa wykazala, ze poza wiekiem cho-
rych nie spetniaja one warunkéw rozkltadu normalnego. Zatem o ile do ana-
lizy zmiennej w postaci wieku mozliwe bylo zastosowanie testu t-Studenta,
o tyle dla pozostalych zmiennych zastosowano zatem nieparametryczne testy
dla par niezaleznych U Manna-Whitney’a, par zaleznych Wilcoxona oraz test
chi-kwadrat.
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W tabeli XXIII przedstawiono statystyki opisowe wieku pacjentéw
(w latach) z rozpoznaniem raka jamy ustnej z uwzglednieniem plci.

Tabela XXIII. Struktura wiekowa badanej populacji

Meiczyzni Kobiety Lacznie
Statystyka (N=58) (N=21) (N=79)
Srednia wieku 69,75 73,83 70,77
Odchylenie 13,068 16,24 13,86
standardowe
Minimum 37 42 37,0
Maksimum 89 100 100

Jak wynika z danych tabeli XXIII $rednia wieku kobiet byla o 4 lata wyzsza
niz dla mezczyzn. Test t-Studenta wykazal, ze réznica ta nie byla znamienna
statystycznie. Graficznie przedstawia to wykres 1.
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Wrykres 1. Ramka-wasy dla statystyki opisowej zmiennej 3 (wiek) wzgledem zmiennej
4 (ple¢). 0 - mezczyzni, 1 - kobiety. Z wykresu wynika, ze rozrzut danych w postaci
wieku byl wéréd kobiet znacznie bardziej rozproszony niz w grupie mezczyzn. Zatem
pod wzgledem wieku populacja mezczyzn byta bardziej jednorodna
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Histogram: Zmn3
Shapiro-Wilk W=,97030, p=.26021
Oczekiwana normalna
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Wykres 2. Rozktad zmiennej w postaci wieku dla calosci materiatu wraz z wynikiem
testu Shapiro-Wilk. Wartos$¢ p = 0,26021 wskazuje, ze rozktad spelnia cechy rozktadu
normalnego

Zmnd=0
Histogram: Zmn3
Shapiro-Wilk W=,95086, p=,11131
—— Oczekiwana normalna
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Wykres 3. Rozkiad zmiennej w postaci wieku dla mezczyzn wraz z wynikiem testu
Shapiro-Wilk. Wartos¢ p = 0,11131 wskazuje na to, Ze rozklad spelnia cechy rozkladu
normalnego
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Zmn4=1
Histogram: Zmn3
Shapiro-Wilk W=,95204, p=,66700
—— Oczekiwana normalna

Liczba obs.

o b—e—"""]
30 40 50 60 70 80 90 100
X == Granica klasy

Wykres 4. Rozktad zmiennej w postaci wieku dla kobiet wraz z wynikiem
testu Shapiro-Wilk. Warto$¢ p = 0,667 wskazuje, ze rozklad spetnia cechy rozktadu
normalnego

Wystepowanie metylacji promotora genu CDHI w guzie i zdrowej tkance
sasiadujgcej przedstawiono w tabeli XXIV.

Tabela XXIV. Wystepowanie metylacji promotora genu CDHI w guzie
i zdrowej tkance sgsiadujacej

Liczba chorych
Lokalizacja analizowanej
tkanki Kobiety Mezczyini Ogolem
(N=21) (N=58) (N=79)
Guz 14 (66,7%) 42 (72,4%) 56 (70,1%)
Zdrowa thanka 14 (66,7%) 41 (70,7%) 55 (69,6%)

sasiadujaca z guzem

X2 =0,003p = 0.9560

Z danych ujetych w tabeli wynika, ze sposrdd 58 mezczyzn z rakiem
jamy ustnej hipermetylacja promotora genu CDHI w obrebie guza wystapita
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u 42 chorych (72,4%), a w marginesie tkankowym u 41 chorych (70,7%).
W grupie 21 kobiet zjawiska te wystapity odpowiednio u 14 pacjentek w tkan-
kach guza (66,7%) i u 14 chorych w marginesie chirurgicznym (66,7%). Nie
zawsze oba zjawiska obserwowano u tego samego chorego, najczgsciej jednak
pojawialy si¢ one facznie. W badanej grupie chorych nie stwierdzono istotnej
statystycznie zaleznosci analizowanych danych (p = 0.9560).

Badani pacjenci w wigkszo$ci deklarowali czeste picie alkoholu oraz pale-
nie tytoniu. Obserwowana nadreprezentacja mezczyzn naduzywajacych alko-
holu oraz mezczyzn i kobiet palacych tyton byta znamienna (Aneks, tabela 2).
Mozna zatem wysunac teze, ze czgstsze wystepowanie metylacji w guzie
i w tkankach jest powigzane z naduzywaniem alkoholu i paleniem tytoniu. Ze
statystyki chi-kwadrat wynika, ze w grupie palaczy i pijacych alkohol wystepu-
je istotna statystycznie nadreprezentacja hipermetylacji genu (Aneks, tabela 3).
W tescie korelacji rangowych Spearmana nie zaobserwowano istotnej korela-
cji pomiedzy wiekiem chorego a wystapieniem lub niewystapieniem metylacji
(Aneks, tabela 4). Analiza Bayesa nie potwierdzita zwigzku pomiedzy hiper-
metylacja promotora genu CDH]I a wiekiem chorego, piciem alkoholu czy pa-
leniem tytoniu (Aneks, tabela 20).

Nastepnie zbadano zwigzek wystgpowania hipermetylacji promotora
genu CDH1 w guzie z lokalizacja guza. Wyniki zestawiono w tabeli XXV.

Tabela XXV. Czestos¢ wystgpowania raka jamy ustnej w poszczegolnych
lokalizacjach ogétem i w podgrupach wedtug metylacji promotora
genu CDHI w guzie

Liczba obserwacji
Lokalizacja guza
Brak metylacji Metylacja genu Razem
genu CDH1 CDH1

Jezyk 5 (6,3%) 11 (13,9%) 16 (20,2%)
Dno jamy ustnej 6 (7,6%) 11 (13,9%) 17 (21,4%)
Dzigsto 4(5,1%) 17 (21,4%) 21 (26,7%)
Policzek 2(2,5%) 5 (6,3%) 7 (8,8%)
Warga 6 (7,6%) 12 (15,2%) 18 (22,8%)
Razem 23 (29,1%) 56 (70,9%) 79 (100%)

X2 =1,5374p = 0.8200
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Analiza danych dotyczacych lokalizacji guza w powigzaniu z hipermety-
lacjag genu CDHI pozwala stwierdzi¢, iz w kazdej z badanych lokalizacji co
najmniej dwukrotnie czgsciej obserwowano hipermetylacje w DNA komorek
nowotworu, a w rakach dzigsta przypadkéw takich bylo 4-krotnie wiecej. Wy-
niki badan genetycznych nie znajduja odzwierciedlenia w analizie istotnosci
statystycznej (p = 0.8200), co implikuje wniosek, iz zadna lokalizacja OSCC
nie predysponuje do statystycznie istotnej czestosci wystgpienia zjawiska
hipermetylacji. Wnioski kliniczne sg jednak istotne, w szczegélnosci z danymi
przedstawionymi ponizej.

Podobne zestawienie danych dokonano, analizujac hipermetylacje genu
CDHI1 w DNA komorek marginesu operacyjnego. Wyniki zebrano w tabeli
XXVL

Tabela XXVI. Czgstos¢ wystepowania raka jamy ustnej w poszczegélnych
lokalizacjach ogétem i w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDH1
w marginesie tkankowym

Liczba obserwacji

Lokalizacja guza

Brak metylacji Metylacja Razem

genu CDH1 genu CDH1

Jezyk 5 (6,3%) 11 (13,9%) 16 (20,2%)
Dno jamy ustnej 6 (7,6%) 11 (13,9%) 17 (21,4%)
Dzigsto 5(6,3%) 16 (20,2%) 21 (26,7%)
Policzek 2(2,5%) 5 (6,3%) 7 (8,8%)
Warga 6 (7,6%) 12 (15,2%) 18 (22,8%)
Razem 24 (30,4%) 55 (69,6%) 79 (100%)

X2 = 0,7135p = 0.9496

Analogiczna interpretacja danych dotyczacych lokalizacji guza w powia-
zaniu z hipermetylacja genu CDHI w DNA komoérek marginesu operacyjnego
pozwala stwierdzi¢, iz w kazdej z badanych lokalizacji co najmniej dwukrot-
nie czg$ciej obserwowano hipermetylacje w DNA komorek zdrowych, nato-
miast w przypadkach rakow dzigsla odnotowano 3-krotnie wigcej hipermety-
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lacji genu CDHI. Wyniki badan genetycznych nie znajduja odzwierciedlenia
w analizie istotnosci statystycznej (p = 0.9496), jednak wnioski kliniczne wy-
daja sie by¢ interesujace, sugerujac, iz stwierdzona hipermetylacja genu CDH1
w zdrowych komorkach jest 98,2% zbiezna z wynikami hipermetylacji genu
CDH1 w komorkach raka. Taka zbieznos¢ wynikéw mogtaby by¢ podstawg do
stworzenia testow epigenetycznych i biomarkeréw epigenetycznych, pozwala-
jacych na wczesne wykrywanie OSCC w badaniach przesiewowych, zwlaszcza
wsrod pacjentéw z grup wysokiego ryzyka.

Infekcje HPV wykazano w 8 przypadkach, w tym w 5 pojedynczym,
w 3 przypadkach mnogimi szczepami wirusa.

Tabela XXVII przedstawia czgstos¢ wystepowania infekcji HPV w pod-
grupach wedlug metylacji promotora genu CDH1.

Tabela XXVII. Obecnos¢ infekcji HPV w podgrupach wedlug metylacji promotora
genu CDH1 w guzie

Liczba obserwacji
Infekcja HPV

Brak metylacji Metylacja
genu CDH1 genu CDH1 Razem
HPV - 22 (27,8%) 49 (62,1%) 71 (89,9%)
HPV + 1(1,3%) 7 (8,8%) 8 (10,1%)
Razem 23 (29,1%) 56 (70,9%) 79 (100%)

X2 = 1,1905p = 0.2752

Mozna zauwazy¢, ze u mezczyzn wystepuje nadreprezentacja zakazenia
HPYV, a ponadto w grupie z metylacja guza wystepuje nadreprezentacja zaka-
zenia HPV. Test chi-kwadrat nie znalazl zastosowania w testowaniu tych pra-
widlowosci z powodu zbyt matej liczebnosci. Test U Manna-Whitneya nie wy-
kazat istotnosci réznic, co do czgstosci wystepowania zakazenia wirusem HPV
w podgrupach wedlug plci oraz wystepowania/braku metylacji genu CDH1
(p = 0.2752). Zagadnienia te mogg by¢ przedmiotem dalszych badan w przy-
padku zwigkszenia proby badanej w przysztosci.

Wystgpienie miejscowej wznowy nowotworu odnotowano u 12 pacjentow,
w tym u 10 mezczyzn i 2 kobiet. Test chi-kwadrat (Aneks, tabela 8) potwier-
dzil istotnos¢ nadreprezentacji mezczyzn w podgrupie ze wznowa miejscowa.
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Analiza metodg Bayesa wykazala, ze wystapienie wznowy miejscowej istotnie
wigzalo si¢ z wiekiem pacjenta (Aneks, tabela 22). Z analizy korelacji rango-
wych Spearmana wynika, ze korelacja ta byta ujemna, tj. im mlodszy wiek cho-
rego, tym czesciej obserwowana wznowa miejscowa, aczkolwiek wynik testu
Spearmana nie byt istotny.

Tabela XXVIII. Czgsto$¢ wystepowania wznowy miejscowej w podgrupach
wedlug hipermetylacji promotora genu CDHI w guzie

Statystyka B;ZElTégg ? i Met};l:aDc;-all lgenu Razem
Brak wznowy 19 (24,0%) 48 (60,8%) 67 (84,8%)
Wznowa 4(5,1%) 8 (10,1%) 12 (15,2%)
Razem 23 (29,1%) 56 (70,9%) 79 (100%)

X2 =0,1221, p=10.7268

Analiza danych zebranych w tabeli XXVIII pozwala stwierdzi¢, iz wzno-
wa miejscowa po pierwotnej operacji raka kolczystokomodrkowego jamy ustnej
wystapita u 12 chorych (15,2%). U 8 chorych (66,7%) z hipermetylacja genu
CDH1 w DNA komorek raka oraz u 4 (33,3%) bez stwierdzonej hipermetyla-
cji. Odnotowano wigc dwukrotnie wigkszg czgsto$¢ wystgpienia wznowy miej-
scowej wérdd pacjentow ze stwierdzona hipermetylacja genu CDHI w odnie-
sieniu do pacjentéw bez stwierdzonej hipermetylacji. Badanie statystyczne nie
potwierdza istotnosci zestawionych danych (p = 0.7268), jednak implikacje
kliniczne skutkujg czujniejszg postawa lekarza w stosunku do pacjentéw on-
kologicznych ze stwierdzong hipermetylacja genu CDHI w komorkach guza,
bowiem moze to skutkowaé wigkszg szansg na wznowe miejscowa procesu
nowotworowego. Podobnego zestawienia danych dokonano w odniesieniu do
hipermetylacji w marginesie operacyjnym. Dane zebrano w tabeli XXIX.

Dane zebrane w tabeli, dotyczace wznéw procesu nowotworowego po
operacji pierwotnej prezentujg bardziej rownomierny rozklad chorych w gru-
pach ze stwierdzong hipermetylacja genu CDHI w DNA komorek zdrowych
marginesu operacyjnego, ktérych bylo 7/12, oraz chorych bez metylacji, kto-
rych odnotowano 5/12. Wyniki analizy statystycznej potwierdzajg ten rozklad
i brak istotnosci statystycznej (p = 0.3559).
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Tabela XXIX. Czesto$¢é wystepowania wznowy w podgrupach wedlug hipermetylacji
promotora genu CDHI w marginesie tkankowym

Statystyka B;:E;négg ? i Met}g}‘;{; lgenu Razem
Brak wznowy 19 (24,0%) 48 (60,8%) 67 (84,8%)
Wznowa 5 (6,3%) 7 (8,8%) 12 (15,2%)
Razem 24 (30,4%) 55 (69,6%) 79 (100%)

X2 =0,8522, p =0.3559

Czas wystgpienia wznowy miejscowej nowotworu wedlug plci chorych
przedstawiono w tabeli XXX.

Tabela XXX. Czas wystgpienia wznowy miejscowej nowotworu w miesiacach
obserwacji dla materiatu ogétem i w podgrupach wedtug plci

Srednia 74,19 78,5 75,27
g:ﬁ:lrfilzveve 15,07 3,73 13,26
Minimum 0 0 0

Maksimum 80,0 80,0 80,0

Test U Manna —-Whitneya wykazal, ze roznica $redniej w czasie wystgpie-
nia wznowy miejscowej pomiedzy mezczyznami i kobietami nie byla istotna
statystycznie (Aneks, tabela 9). W tabeli XXXI przedstawiono dane dotyczace
wznowy miejscowej raka jamy ustnej w zalezno$ci do stwierdzonej w bada-
niach genetycznych metylacji genu CDHI w komérkach nowotworu i komor-
kach prawidltowych z marginesu operacyjnego.

Test U Manna —Whitneya wykazal, ze roznica Sredniej w czasie wystapie-
nia wznowy miejscowej pomiedzy podgrupami wedlug metylacji genu CDH1
nie byla istotna statystycznie (Aneks, tabela 10). Podobnie brak istotnej réz-
nicy stwierdzono w odniesieniu do zmiennej 2 (metylacja promotora genu
CDHI1 w otaczajgcej sasiedniej tkance — Aneks, tabela 11).
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Tabela XXXI. Czas wystapienia wznowy miejscowej nowotworu dla materiatu
ogdlem i w podgrupach wedlug braku/obecnosci metylacji genu CDHI w guzie
i w otaczajacej sasiedniej tkance

Brak metylacji Metylacja
Statystyka : - : I
W guzie W sasiedztwie W guzie W sasiedztwie
(N=23) (N=24) (N=56) (N=55)
Srednia 78,25 77,2 73,78 74,39
Odchylenie 3,49 4,46 15,93 15,72
standardowe
Minimum 0 0 0 0
Maksimum 80,0 80,0 80,0 80,0

Dane dotyczace wystapienia przerzutéw do regionalnych weztéw chton-
nych w zaleznosci od hipermetylacji genu supresorowego CDHI w guzie pre-
zentuje tabela XXXII.

Tabela XXXII. Czestos¢ wystepowania przerzutéw do weztéw chlonnych
w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDHI w guzie

Brak metylacji genu Metylacja genu

Statystyka CDH1 CDH1 Razem
Brak przerzutow 19 (24,0%) 39 (49,4%) 58 (73,4%)
Obecne przerzuty 4 (5,1%) 17 (21,4%) 21 (26,6%)
Razem 23 (29,1%) 56 (70,9%) 79 (100%)

X2 = 1,404, p = 0.02359

Z danych zawartych w tabeli XXXII wynika, ze sposroéd 21 chorych,
u ktérych zaobserwowano przerzuty do wezléw chlonnych szyi po pierwotnej
operacji onkologicznej, hipermetylacja genu supresorowego CDH1 wystapila
u 17 chorych (80,9%), natomiast w podgrupie bez metylacji do przerzutéw do
wezléw chtonnych doszto tylko u 4 chorych (19,1%). Wynik testu chi-kwadrat
wykazal, ze nadreprezentacja chorych z przerzutami do wezléw chionnych
w podgrupie, w ktorej wykazano zjawisko hipermetylacji promotora genu
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CDH1, byla znamienna statystycznie (Aneks, tabela 15), tzn. w podgrupie,
w ktorej wystgpila metylacja, ryzyko przyrzutu do wezla chtonnego jest istot-
nie statystycznie wieksze (p = 0.02359).

Podobnego zestawienia danych dokonano dla grupy, w ktérej analizo-
wano hipermetylacje genu CDHI w DNA komorek marginesu operacyjnego,
wolnego od nacieku raka. Wyniki zestawiono w tabeli XXXIII.

Tabela XXXIII. Czestos¢ wystepowania przerzutéw do weziéw chtonnych
w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDHI w marginesie
operacyjnym

Brak metylacji Metylacja genu

Statystyka genu CDHI1 CDHI1 Razem
Brak przerzutéw 18 (22,8%) 40 (50,6%) 58 (73,4%)
Obecne przerzuty 6 (7,6%) 15 (19,0%) 21 (26,6%)
Razem 24 (30,4%) 55 (69,6%) 79 (100%)

X2 = 0,042, p = 0.8334

Analogiczna interpretacja danych dotyczacych rozpoznania przerzutow
do lokoregionalnych weztéw chlonnych szyi po pierwotnej operacji raka jamy
ustnej, w powigzaniu z hipermetylacja genu CDHI1 w DNA komdrek margi-
nesu operacyjnego pozwala stwierdzi¢, iz hipermetylacje w DNA komorek
zdrowych odnotowano u 15 sposrod 21 chorych (71,4%), u ktorych stwierdzo-
no przerzuty do weztéw chlonnych szyi, natomiast w 6 przypadkach (28,6%)
hipermetylacji genu CDH]I nie odnotowano. Wyniki badan genetycznych nie
znajdujg odzwierciedlenia w analizie istotnosci statystycznej (p = 0.8334), jed-
nak wnioski kliniczne wydaja sie by¢ istotne, sugerujac, iz stwierdzona hiper-
metylacja genu CDH1 w DNA komorek raka jamy ustnej pozwala z duzym
prawdopodobienstwem prognozowa¢ wystapienie przerzutéw do lokoregio-
nalnych weztéw chlonnych szyi po pierwotnej operacji onkologicznej w jamie
ustnej. Wiedza taka moze by¢ wykorzystana dwutorowo: w klinicznym pla-
nowaniu pierwotnej operacji weztowej, sugerujac zwiekszenie zakresu pier-
wotnej operacji wezlowej oraz w okresie pooperacyjnym egzekwowac krotsze
okresy miedzy wizytami kontrolnymi w tej grupie chorych, w ktorej stwier-
dzono hipermetylacje genu CDHI w DNA komorek raka, pozyskanych z wy-
cinka tkankowego badz z materiatu operacyjnego.
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Sredni czas bez przerzutéw do wezléw chlonnych wyniést 6,58 miesig-
ca. W podgrupie bez hipermetylacji promotora genu CDHI wyniost on 9,25
miesigca, w podgrupie z hipermetylacja genu CDHI - 5,25 miesigca. Test
U Manna-Whitneya nie wykazal istotnosci statystycznej pomiedzy tymi pa-
rametrami. Istotno$ci statystycznej nie wykazano takze wzgledem plci ani
hipermetylacji promotora genu CDHI w komdrkach guza, ani w marginesie
tkankowym. Wnioski statystyczne nie sg jednak istotne dla przebiegu klinicz-
nego choroby nowotworowej, z uwagi na fakt, ze 4 miesigce réznicy w rozwoju
choroby nowotworowej stanowig bardzo istotny czas na wdrozenie wlasciwe-
go leczenia onkologicznego, przekladajacego sie na odlegte wyniki i dlugos¢
zycia leczonych chorych z kolczystokomérkowym rakiem jamy ustnej.

Wspolczynnik korelacji rangowej Spearmana pomigdzy zmiennymi
12 (obecnos¢ przerzutéow odleglych) a 14 (obecno$¢ przerzutéw do weztdw
chtonnych) wynidst 0,33 i byl statystycznie istotny. Oznacza to, Ze wraz z po-
jawieniem si¢ przerzutéw do weziéw chlonnych istotnie ro$nie ryzyko prze-
rzutéw odleglych. Jednoczesny przerzut odlegly oraz do weziéw chlonnych
wystapit u 2 chorych z hipermetylacja genu CDH1, tylko do wezléw chtonnych
u 15, a tylko odlegte u 1 chorego, na 21 chorych, u ktérych wykazano metylacje
genu CDHI. Test chi-kwadrat nie wykazat tu istotnych réznic. Wynika z tego,
ze ryzyko przerzutu odlegltego i przerzutu do wezta chtonnego, aczkolwiek sta-
tystycznie koreluje, to nie ma zwigzku z hipermetylacja genu. Nalezy jednak
podkresli¢, ze podgrupy byly bardzo nieliczne.

Obecnos¢ przerzutéw odlegtych stwierdzono w 4 przypadkach. Dwa
z nich wystapily w podgrupie, w ktorej wystapila takze hipermetylacja promo-
tora genu CDH1, a kolejne dwa w podgrupie, w ktorej metylacji nie wykaza-
no. Test U Manna-Whitneya nie ujawnil, aby réznica pomiedzy podgrupami
byla statystycznie znamienna, tzn. wzglednie wyzsza czgsto$¢ wystepowania
przerzutéw odlegtych w podgrupie bez metylacji nie byta istotna statycznie
(Aneks, tabela 12). Podobnie brak istotnej réznicy stwierdzono w odniesie-
niu do zmiennej 2 (metylacja promotora genu CDHI w otaczajacej sasiedniej
tkance — Aneks, tabela 13). Wynik ten potwierdzita analiza metodg Bayesa
(Aneks, tabela 21).

Wiek chorego istotnie korelowal z wystgpieniem przerzutéw odleglych
i byla to korelacja ujemna o warto$ci —0,32 (Aneks, tabela 4). Oznacza to, ze im
mlodszy pacjent, tym ryzyko przerzutu odleglego wigksze. Bardzo mocnego
poparcia tej hipotezie a priori dostarczyla analiza metoda Bayesa, a obliczo-
ne prawdopodobienstwo zwiazku przerzutu z wiekiem wyniosto 0,8719460
(Aneks, tabela 21).
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Kolejnym zagadnieniem podlegajacym analizie statystycznej byto bada-
nie czaséw przezycia w odniesieniu do zmiennych ciagtych charakteryzuja-
cych przebieg procesu terapeutycznego w okresie obserwacji.

Sredni czas obserwacji wyniést 30,17 miesigca, minimalny 1 miesiac,
a maksymalny 138 miesiecy. Dla mezczyzn wynidst on odpowiednio: 30,69
miesigca, 3 miesiace, 88 miesigcy, dla kobiet: 28,58 miesiecy, 1 miesiac, 138
miesiecy.

Statystyczng szanse¢ na przezycie chorego w odniesieniu do wielkosci guza
(cecha T) przedstawiono na wykresie 5.
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Wykres 5. Przezycia chorych w zalezno$ci do wielko$ci guza (cecha T)

Przedstawione graficznie dane potwierdzaja obserwacje kliniczne i zalez-
no$¢ wprost proporcjonalng, czyli im mniejszy guz pierwotny, tym wieksza
szansa na diuzsze przezycie chorego. Podobnej analizy graficznej dokonano
na podstawie stanu lokoregionalnych weztéw chtonnych szyi i leczonych cho-
rych. Wyniki zebrano na wykresie 6.

Dane przedstawione graficznie na wykresie 6 potwierdzaja najkrotszy
czas przezycia chorych z weztami szyi N3 oraz najwieksza szanse na przezycie
chorych z weztami chtonnymi szyi NO. Graficzne szanse na przezycie chorych
z cechg M, czyli przerzutami odlegtymi przedstawiono na wykresie 7.
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Wykres 6. Przezycia chorych w zaleznosci od stanu weztéw chlonnych szyi (cecha N)
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Wykres 7. Przezycia chorych w zalezno$ci od przerzutéw odlegtych (cecha M)

Dane przedstawione graficznie na wykresie 7 potwierdzaja zalezno$¢ kli-
niczna wiekszej statystycznej szansy na przezycie chorego w przypadkach, gdy

nie rozpoznano przerzutu odlegltego.
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Estymatorem Kaplana-Meiera zbadano statystyczng szanse przezycia
chorych w zaleznosci od stopnia zréznicowania komdrkowego raka jamy ust-
nej (cecha G), a wyniki przedstawiono na wykresie 8.

100%
75%

50%

event free survival

25% 4

0%

0 10 20 30 40 50

Number at risk

16 16 12 8 5 1
2 42 35 24 14 8 3
3 16 1 2 1 0 0

Wykres 8. Przezycia chorych w zaleznosci od stopnia zréznicowania komdrkowego
raka jamy ustnej (cecha G)

Analiza danych zebranych w formie graficznej na wykresie 8 pozwala do-
strzec zaleznos$¢ wyzszego stopnia dojrzalosci komdrek OSCC z wigksza szan-
s na dluzsze przezycie chorego. Niskozrdznicowane raki jamy ustnej skutkuja
krotszym przezyciem chorych.

Szanse przezycia operowanych z powodu OSCC chorych analizowano
réwniez w zestawieniu ze stopniem zaawansowania klinicznego, a zebrane wy-
niki przedstawiono graficznie na wykresie 9.

Analiza danych zebranych na wykresie 9 pozwala zauwazy¢ wyzsza sta-
tystyczng szans¢ na przezycie chorych z I stopniem zaawansowania choroby
nowotworowej, ktéra maleje wraz z rosnagcym stopniem zaawansowania raka
jamy ustnej.

Zalezno$¢ statystycznej szansy na przezycie chorego z rakiem jamy ustnej
i wykrytej hipermetylacji genu CDHI w DNA komorek raka przedstawiono
graficzne na wykresie 10.
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Wykres 9. Przezycia chorych w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicznego
raka jamy ustnej (S - staging)
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100% Hazard ratio,
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Wykres 10. Przezycia chorych w zaleznosci od wykrytej hipermetylacji genu CDHI
w DNA komorek raka jamy ustnej

Przedstawione graficznie dane ilustruja zalezno$¢ wigkszej statystycznej

szansy na przezycie wérdd chorych, u ktérych nie stwierdzono hipermetylacji
genu CDHI.
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Zgon w okresie obserwacji odnotowano w 34 przypadkach (43,0%).
W grupie tej bylo 25 mezczyzn (73,5%) i 9 kobiet (26,5%). Stosunek kobiet do
mezczyzn wyniost 1:3.

Wystapienie zgonu korelowalo istotnie z pojawieniem si¢ miejscowej
wznowy (dodatnio), czasem wystapienia miejscowej wznowy nowotworu od
momentu operacji (ujemnie), stwierdzeniem przerzutéw odlegltych (dodatnio)
oraz czasem bez wystagpienia przerzutow odleglych (ujemnie). Wszystkie kore-
lacje miaty warto$¢ 0,3-0,4, co jest zwigzkiem srednio silnym (Aneks, tabela 4).
Ponadto zaobserwowano dodatnig korelacj¢ pomiedzy stopniowaniem za-
awansowania guza dokonywanym przez klinicyste (zmienna 18) a wystapie-
niem zgonu, tj. im bardziej zaawansowane stadium rozpoznawat lekarz, tym
czedciej notowano zgon. Korelacja z wiekiem byla ujemna, tj. czgsciej zgon
dotyczyl ludzi mtodszych.

Wyniki przedstawia tabela XXXIV.

Tabela XXXIV. Wiek chorych w podgrupach wedlug zdarzenia w postaci
wystapienia lub niewystapienia zgonu

Statystyka Nle‘?’gs(:?lzlenle Wystgpienie Razem
(N=45) zgonu(N=34) (N=79)
Srednia wieku 73,77 65,29 70,77
Odchylenie 12,15 15,41 13,86
standardowe
Minimum 39,0 37,0 37,0
Maksimum 89,0 100,0 100

Srednia wieku w podgrupie pacjentéw, u ktérych wystapit zgon w okresie
obserwacji, byta o ok. 8 lat nizsza w poréwnaniu z grupa, w ktérej odnoto-
wano przezycie w okresie obserwacji. W celu potwierdzenia tego spostrzeze-
nia wykonano test U Manna-Whitneya dla zmiennej w postaci wieku, przy
zmiennej grupujacej w postaci wystapienia lub niewystapienia zgonu. Wynik
testu wykazal, ze istnieje statystyczna réznica pomiedzy tymi $rednimi, a za-
tem pacjent, u ktérego wystapi zgon w okresie obserwaciji jest istotnie miod-
szy (Aneks, tabela). Czas przezycia chorych w okresie obserwacji (zmienna 9)
przedstawiono w tabeli XXXV.
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Tabela XXXV. Czas przezycia w miesigcach dla materialu ogétem i w podgrupach
wedtug pici

Mezczyzni Kobiety Lacznie
Statystyka (N=58) (N=21) (N=79)
Srednia 53,53 55,42 54,0
Odchylenie 12,4 7,53 11,33
standardowe
Minimum 0 42.0 0
Maksimum 60,0 60,0 60,0

Dane w formie graficznej przedstawiono na wykresie 11.
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Wykres 11. Przezycia chorych w zaleznosci od czasu od operacji pierwotnej raka
jamy ustnej

Test U Manna-Whitneya wykazal, Ze czas przezycia kobiet i mezczyzn nie
réznit sig istotnie (Aneks, tabela 7). Czas przezycia w okresie obserwacji kore-
lowal istotnie dodatnio z wiekiem pacjenta (Aneks, tabela 4), co potwierdza,
ze dluzsze przezycia dotyczyly pacjentdw starszych.
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Omowienie wynikéw i dyskusja

Obserwowany na $wiecie staty wzrost populacji ludzkiej, o okofo 76 mi-
lionéw mieszkancodw Ziemi rocznie, staly rozwdj wiedzy medycznej, postepy
w rozwoju farmakologii oraz coraz wieksze mozliwosci terapeutyczne tworzo-
ne przez nauki inzynieryjne i teleinformatyczne, przyczyniaja sie w znaczacy
sposob do stalego wydluzania sie czasu Zycia ludzi w Polsce i na §wiecie. Row-
nolegle ze wzrostem liczby ludno$ci w wieku senioralnym, wzrasta réwniez
liczba 0s6b chorujacych na choroby przewlekle, w tym réwniez na nowotwory.

Nowotwory zlosliwe glowy i szyi sa szostymi najczesciej wystepujacy-
mi na $§wiecie nowotworami, z liczba ok. 650 000 nowych zachorowan i ok.
350 000 zgonoéw rocznie [92]. 90% zachorowan na nowotwory zlosliwe glo-
wy i szyi stanowi rak jamy ustnej, z ciagle wysoka i niesatysfakcjonujaca
$miertelnoscig siegajaca 50% leczonych chorych w pierwszych 5 latach od
rozpoznania, a wyniki leczenia, mimo postepéw wiedzy medycznej, nie ule-
gaja poprawie od pigciu dekad [14, 90]. Zabiegi chirurgiczne pozostaja nadal
najskuteczniejszym sposobem leczenia nowotworéw zlosliwych jamy ustnej,
a ich skutecznos¢ jest bardzo $cisle zwiazana ze stopniem zaawansowania
choroby nowotworowej. Wczesne rozpoznanie raka, w poczatkowym stadium
jego rozwoju, bardzo istotnie poprawia odleglte wyniki leczenia, znaczaco
ogranicza rozlegto$¢ zabiegu operacyjnego i istotnie wptywa na jakos¢ zycia
chorego po zakonczonym leczeniu. Osiaggniecie poprawy wynikéw leczenia
raka musi wigc opierac si¢ na poprawie diagnostyki i zapobieganiu rozwoju
nowych ognisk raka, dlatego tez $wiat nauk medycznych wiele wysitku po-
$wigca na zrozumienie zaleznosci, jak zmiany genomu ludzkiego i czynniki
srodowiskowe wplywaja na rozwdj nowotworu. O ile srodowiskowe czynniki
ryzyka rozwoju raka jamy ustnej zostaja coraz dokladniej poznane i wyja-
$nione, o tyle podstawy genetyczne procesu onkogenezy sa wcigz na etapie
badan laboratoryjnych i hipotez. Dotychczas uwazano, iz rozwoj raka jamy
ustnej jest skutkiem wielogenowych zmian, ktére s3 modulowane przez in-
dywidualne predyspozycje i wptywy czynnikéw srodowiskowych, w ktérych
zyje chory. Jednak postep w rozwoju nowych technik genetycznych pozwolit
wyloni¢ galaz wiedzy - epigenetyke, ktéra probuje wyjasni¢ wpltyw czynni-
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kow epigenetycznych na ekspresje genéw w kolejnych pokoleniach komorek.
Procesy epigenetyczne, zachodzace w DNA komorek, uwazane sg wspolcze-
$nie za najwazniejsze zjawiska w kancerogenezie nowotworéw. Zmiany epi-
genetyczne w genach supresorowych DNA skutkujg zmiang lub catkowitym
zablokowaniem ekspresji genu, rozpoczynajac w komdrkach onkogeneze
[6, 101]. Za indukcje¢ zmian epigenetycznych w komdrkach nablonka jamy
ustnej odpowiedzialne sg takie procesy, jak starzenie sie komdrek, czynniki
ryzyka wplywajace w sposob przewlekly na sluzéwke jamy ustnej oraz me-
diatory przewlektych stanéw zapalnych, takich jak np. interleukina 6 (IL-6).
Uwaza sig, ze kumulacja, powstalych w wyzej opisanym mechanizmie zmian
epigenetycznych, obecna jest juz w prawidlowo wygladajacych komoérkach
nablonka jamy ustnej, gdy rozpoczal sie proces kancerogenezy, a klinicznie
nie mozna jeszcze rozpoznac raka [100]. Zmiany epigenetyczne rozpoznane
w DNA komorek nablonka jamy ustnej uznawane sg za swoisty ,,genetycz-
ny odcisk palca’, bedacy swiatlem ostrzegawczym, §wiadczacym o rozpo-
czynajacym sie procesie kancerogenezy, ktory moglby by¢ wykorzystany we
wczesnej diagnostyce onkologicznej [140, 147]. Poznawanie molekularnych
mechanizméw onkogenezy jest wyzwaniem dla naukowcow zglebiajacych
tajniki biologii nowotworéw, co w przysztosci bedzie skutkowaé mozliwosécia
wplywania technikami reakcji genetycznych na zahamowanie, czy nawet od-
wrdcenie procesu kancerogenezy w komoérkach organizméw zywych. Dzieki
rozwojowi genetycznych technik laboratoryjnych, znaczacej poprawie ulegta
czulo$¢ i precyzja analiz biogenetycznych, co spowodowalo zainteresowanie
klinicystéw i chirurgéw, zajmujacych sie leczeniem nowotwordw zlosliwych,
wykorzystaniem tych technik w poszerzaniu wiedzy klinicznej o dynamice
choroby nowotworowej u pacjentéw i ostatecznie przelozenie nowych infor-
macji o nowotworze, na poprawe wynikow leczenia, z nadrzednym celem,
ktorym jest przedtuzenie zycia leczonych chorych [164].

Genetyczne badania tkanek wymagaja dlugotrwalej i skomplikowanej pre-
paratyki, co przeklada si¢ na dlugi czas wykonywanych analiz oraz na wysokie
koszty, ktore takie badania generuja. Znajduje to odzwierciedlenie w wielko-
sciach grup chorych poddawanych badaniom genetycznym. Meta-analiza prze-
prowadzona w 2018 r. przez Guohong Wen i wspol., oparta na publikacjach
wyszukanych w bazie czasopism naukowych, wykazala jedynie 13 prac na-
ukowych na $wiecie omawiajacych hypermetylacje genu CDHI w rakach jamy
ustnej [58], co $wiadczy o pionierskich pracach poszukiwania wspotzaleznosci
zmian epigenetycznych w DNA komorek nowotworowych i komorek prawi-
dfowych u chorych na nowotwory ztoéliwe jamy ustne;j.
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Pierwsza cze$¢ badan wilasnych obejmowata obserwacje kliniczne wyty-
powanych do badan genetycznych chorych oraz analizy korelacji parametrow
takich jak: pte¢, wiek, stopien zaawansowania choroby nowotworowej i umiej-
scowienia ogniska pierwotnego raka jamy ustnej, z wczesnymi i odlegtymi wy-
nikami leczenia.

W omawianej grupie pacjentéw, leczonych z powodu raka jamy ustnej,
dominowali chorzy w wieku ponad 70 lat, ktérzy stanowili 43,0% wszystkich
chorych oraz pacjenci miedzy 61 i 70 rokiem zycia, ktérych bylo 34,2%. Ogo-
tem 77,2% chorych w analizowanej grupie byto w wieku powyzej 60 lat, co jest
zgodne z doniesieniami innych autoréw [57, 173].

W eksplorowanej grupie chorych najczesciej odnotowywano ognisko
pierwotne raka dziasta (26,7%), w dalszej kolejnosci raka wargi oraz raka bto-
ny $luzowej dna jamy ustnej i jezyka. Umiejscowienie ognisk pierwotnych raka
jamy ustnej opisywane przez Lewandowskiego B. [57] i Kowalika S. [89] sa
poréwnywalne z wynikami uzyskanymi w tym opracowaniu.

Stosowanie uzywek uznanych za czynniki ryzyka wystapienia raka jamy
ustnej, czyli palenie tytoniu i chroniczne naduzywanie alkoholu, odnotowano
we wlasnych badaniach u 71,4% chorych z rakiem jamy ustnej, deklarujacych
wieloletnie natogowe palenie tytoniu oraz u 48,1% chorych potwierdzajacych
nalogowe naduzywanie alkoholu. W analizowanej grupie pacjentéw rak dna
jamy ustnej i jezyka wystepowat 2-krotnie czgsciej u chorych palacych wyroby
tytoniowe i 3-krotnie czesciej u chorych z rakiem dzigsta. Podobne obserwacje
poczynili Hashibe M. i wspol. [59] oraz Blot W. i wspél. [17] i Zapata J. [173].

Ocena stopnia zaawansowania raka jamy ustnej w badaniach wiasnych
pozwolita stwierdzi¢, iz jedynie 8,8% ogétu chorych rozpoczeto leczenie z no-
wotworem zaawansowanym I stopnia, 19,0% rakéw jamy ustnej zakwalifiko-
wano do II stopnia zaawansowania klinicznego, kolejne 21,4% nowotworéw
byto w III stopniu zaawansowania i az 41,7% w IVa stopniu zaawansowania
klinicznego. Dane te $wiadcza o niskiej $wiadomosci onkologicznej mieszkan-
cow Podkarpacia, a pozne zglaszanie si¢ chorych do lekarzy skutkuje opdznie-
niem rozpoczecia leczenia, co ostatecznie znaczaco pogarsza odlegte wyniki
leczenia. Podobne obserwacje poczynili Lewandowski B. [57], Kryst L. [90]
i Kowalik S. [89]. We wlasnych obserwacjach najczesciej rozpoznawano raka
dzigsta w IVa stopniu zaawansowania klinicznego (16,4%) oraz raka dna jamy
ustnej w IVa stopniu zaawansowania, ktérego rozpoznano u 8,8% chorych.

W analizowanej grupie pacjentéw dominowal rak plaskonablonkowy
o umiarkowanym stopniu dojrzalo$ci komodrkowej G2, ktéry rozpoznano
w 52,0% badan histopatologicznych, w 35,4% guzéw badaniem histopatolo-
gicznym rozpoznano raka wysokozréznicowanego G1. We wilasnych bada-
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niach, raka umiarkowanie zréznicowanego najczesciej obserwowano w guzach
dzigsta i blonie §luzowej jezyka, raka wysokozréznicowanego G1 najczesciej
rozpoznawano w guzach wargi, natomiast raka niskozréznicowanego G3
w przypadkach guzéw policzka. Wyniki te sg poréwnywalne z danymi poda-
wanymi przez Zapale J. [173], Kowalika S. [89] i Pannone i wspol. [121].

We wlasnych obserwacjach klinicznych badanej grupy pacjentéw z ra-
kiem jamy ustnej odnotowano zgon 35,7% chorych, najwigcej (18,7%) zmarto
w drugim roku od operacji, 8,3% chorych zmarto w II pétroczu od operacji,
a 4,2% zmarlo w I pétroczu od operacji raka jamy ustnej.

Analiza statystyczna wlasnych obserwacji klinicznych wykazata korelacje
dodatnig miedzy wystapieniem wznowy miejscowej raka jamy ustnej i czesto-
$cig zgonu chorego. Ryzyko zgonu statystycznie wzrasta u chorych, u ktérych
wystapila wznowa miejscowa choroby nowotworowej. W badaniach wtasnych
zaobserwowano korelacje ujemng dotyczaca czasu wystgpienia wznowy miej-
scowej po pierwotnej operacji raka jamy ustnej i ryzykiem wystapienia zgonu.
Obserwacje te znalazly wyraz w statystycznych badaniach potwierdzajacych
zalezno$¢ wigkszego ryzyka zgonu chorego od wczesnego wystapienia wzno-
wy miejscowej raka jamy ustnej. Analiza wlasnych danych w badanej grupie
chorych z rakiem jamy ustnej pozwolila znalez¢ dodatnig korelacje miedzy
stopniem zaawansowania choroby nowotworowej i ryzykiem wystapienia zgo-
nu, co znalazto réwniez potwierdzenie w testach statystycznych przeprowa-
dzonych w badanej grupie. Uzyskane wyniki s3 podobne i spdjne z obserwa-
cjami klinicznymi poczynionymi przez innych autoréw [89, 173].

Interesujace wyniki odnotowano, analizujac zalezno$¢ ryzyka wystapie-
nia zgonu i wieku chorego w badanej grupie pacjentéw z rakiem jamy ustnej.
Zaobserwowano korelacje ujemna, potwierdzajacg obserwacje kliniczne, ze im
mtodszy chory, tym wieksze ryzyko zgonu z powodu raka jamy ustnej. Srednia
wieku zmarlych z powodu raka jamy ustnej byla o 8 lat nizsza od $redniej dla
chorych nadal zyjacych. Kroétszy czas przezycia po operacji raka jamy ustnej
chorych miodszych mozna wyjasni¢ wigksza dynamikg proceséw metabolicz-
nych, toczacych sie w tkankach i komérkach mlodszych, réwniez nowotworo-
wych. Proces starzenia sie¢ komorek, w tym komorek rakowych, polega miedzy
innymi na spowolnieniu dynamiki metabolizmu komoérkowego, co wplywa
na czesto$¢ podziatéw komoérkowych i szybkos¢ wzrostu guza. Wnioski ta-
kie znajdujg potwierdzenie w pracach Pecorino L. [127] i Majchrzak E. [104].

W analizowanej grupie chorych wznowa raka jamy ustnej wystapi-
fa u 15,2% operowanych chorych, najczesciej (33%) wznowe rozpoznawano
w I pélroczu po zakonczonym leczeniu, a kolejne 25% wznéw odnotowano w II
polroczu. Najczesciej obserwowano wznowy po operacji raka dzigsta (5,1%)
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oraz po operacji raka jezyka (3,8%) i raka dna jamy ustnej (3,8%). W bada-
niach wlasnych zaobserwowano korelacje ujemna migdzy wiekiem chorego
i wystgpieniem wznowy miejscowej. Stwierdzono, ze w badanej grupie wysta-
pila zalezno$¢ - im miodszy chory, tym czesciej wznowa miejscowa raka jamy
ustnej, jednak testami statystycznymi nie potwierdzono jej istotnosci.

Obserwacje wlasne pozwolily rozpozna¢ przerzuty do kolejnych pieter
ukladu chtonnego szyi u 26,6% chorych operowanych pierwotnie z powodu
raka jamy ustnej. Najczesciej przerzuty do weztéw chfonnych odnotowywa-
no w I pétroczu od pierwszej operacji, co miato miejsce u 17,7% chorych,
a ognisko pierwotne raka najczgsciej obserwowano w dnie jamy ustnej (8,8%)
i jezyku (7,6%). Przerzuty odlegle wystapily u 5,1% operowanych chorych,
najliczniej w II pdtroczu od operacji raka dna jamy ustnej, jezyka i policzka.
Stwierdzano przerzuty do pluca oraz do kosci kregostupa. Podobne wyniki
publikuje Kowalik S. [89]. Analizujac dane dotyczace wieku chorych na raka
jamy ustnej i ryzyka wystgpienia przerzutu odleglego, zaobserwowano ujemna
korelacje przedstawiona zaleznoscig, ze im mlodszy chory, tym wigksze ry-
zyko wystapienia odlegtych przerzutéw raka. Analogiczne wyniki obserwacji
wskazujg w swoich publikacjach Kumar M. i wspol. [92] oraz Llowellyn C.
i wspol. [99].

Ponadto wykazano dodatnig korelacje miedzy wystapieniem przerzutow
odlegtych i stwierdzeniem przerzutéw do regionalnych weziéw chlonnych, co
jest zgodne z obserwacjami klinicznymi, iz stwierdzenie przerzutéw w regio-
nalnych weztach chtonnych zwigksza ryzyko wystapienia przerzutéw odle-
glych. Podobne wnioski przedstawiaja Kowalik S. [89] i Kryst L. [90].

Druga cz¢$¢ badan wlasnych dotyczyta poszukiwan zaleznosci migdzy ob-
serwacjami klinicznymi chorych leczonych z powodu raka jamy ustnej w Kli-
nice Chirurgii Szczgkowo-Twarzowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego
w Rzeszowie i hypermetylacja genu supresorowego CDH1 kodujacego biatko
E-kadheryne, odpowiedzialnego za adhezj¢ komoérek nabtonka blony sluzowej
jamy ustnej. We wilasnych badaniach nowatorskg ideg byto poddawanie ana-
lizie par wynikéw dotyczacych metylacji genu CDH1, pierwszego z komdrek
raka jamy ustnej i drugiego z prawidfowych komérek marginesu chirurgiczne-
go po resekcji guza, oba preparaty pochodzily od tego samego chorego.

W niniejszej pracy badania genetyczne hipermetylacji genu supresoro-
wego CDH1 przeprowadzono w grupie 79 chorych, operowanych z powodu
raka jamy ustnej w Klinice Chirurgii Szczgkowo-Twarzowej w Rzeszowie,
u ktérych mozliwe byto wykonanie par preparatéw genetycznych, pochodza-
cych z tkanek tego samego pacjenta, co dato sume 158 preparatéw. Pierwszy
preparat wykonywano z DNA komdrek raka jamy ustnej oraz drugi preparat
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z DNA komorek ,czystego” patomorfologicznie marginesu operacyjnego. Li-
czebnosci grup chorych przedstawiane przez innych badaczy na $wiecie, doty-
czace hipermetylacji genu CDHI1 w komédrkach nowotworowych zawieraly sie
w przedziale od 15 analizowanych preparatéw pozyskanych z komérek raka
jamy ustnej, opisanych przez zespét Morandi i wspét. w 2015 r. [112], do 141
preparatow genetycznych, wykonanych z tkanek raka jamy ustnej i prawidto-
wych komoérek pozyskanych od chorych w badaniach Supi¢ i wspét. [148, 150].
Srednia liczebno$¢ analizowanych preparatéw wynosila 80,3 i byta nizsza od
przeprowadzonej w tej pracy analizy 158 preparatéw. Podobnie $rednia liczba
analizowanych preparatéow, wykonanych z tkanek raka jamy ustnej w meta-
-analizie Guohong W. i wspol. [58], wynosita 46,7, natomiast w niniejszej
pracy bylo to 79 preparatéw, $rednia liczba kontrolnych preparatéw w pracy
Guohong W. wykonanych z prawidlowych tkanek wyniosta 33,2, podczas gdy
w prezentowanym opracowaniu bylo to 79 preparatéw. Dane te potwierdzaja
trudnosci i ograniczenia badawcze tej dziedziny nauki, na ktére napotykaja
naukowcy na calym $wiecie, dotyczace czasochlonnosci i kosztochlonnosci
prowadzonych badan genetycznych.

W omawianych badaniach wlasnych metylacje genu CDH1, w tkankach
raka jamy ustnej, stwierdzono u 56 chorych spo$réd 79 operowanych, co sta-
nowito 70,9%. Inni autorzy opisuja wyniki wlasne dotyczace hipermetylacji
genu CDH1, zawierajace si¢ w przedziale od 0% metylacji genu CDHI w DNA
komorek guza, uzyskane przez Morandi i wspdl. [112] do 94,1% metylacji
CDH1 w komorkach raka jamy ustnej, uzyskanych w badaniach Nagata i wspol.
[115]. Otrzymany w tej analizie wynik 70,9% hipermetylacji genu CDHI w ba-
danej grupie pacjentéw z rakiem jamy ustnej, byt wyzszy od sredniej przed-
stawionej w meta-analizie Guohong W. i wspdt. z 2018 r., gdzie Sredni odsetek
stwierdzonych w tkankach guza metylacji genu CDHI wynosil 49,1% [58].
W niniejszej pracy hipermetylacje genu CDH]I ustalono w DNA komorek raka
42 mezczyzn (72,4%) i 14 kobiet (66,7%), jednakze testami statystycznymi wg
metodyki Bayesa, w badanej grupie nie potwierdzono statystycznej istotnosci
zwiazku plci chorego z metylacjg supresorowego genu CDHI w DNA komo-
rek raka jamy ustnej. Podobne wyniki i wnioski o braku zwigzku miedzy plcia
chorego i czgstotliwoscig obserwowanej w genie CDH1I hipermetylacji wycia-
gneli ze swoich badan réwniez inni autorzy [91, 98].

Wyniki analizy danych zawartych w niniejszym opracowaniu pozwoli-
ty ustali¢ metylacje genu CDHI1 w DNA prawidiowych komoérek, pobranych
z »czystego™ onkologicznie marginesu chirurgicznego, u 55 sposréd 79 cho-
rych, co stanowilo 69,6%. W grupie tej byto 41 mezczyzn (70,7%) i 14 kobiet
(66,7%). Srednia wartoé¢ stwierdzonych metylacji genu CDHI w DNA prawi-
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dlowych komoérek byla wyzsza od wynikéow $wiatowych badan, ktore zamy-
kaja si¢ wartosciami od 0% metylacji dla badan Asokan i wspét. [6], Morandi
i wspol. [112] i Ge M. i wspot. [55] do 54,4% dla wynikéw uzyskanych przez
Kordi-Tamandani i wspol. [88], z wynikiem przecietnym 24,0% dla wykonanej
meta-analizy. Uzyskane w przeprowadzonym badaniu wyniki moga potwier-
dzac¢ teze o poprawie czulosci nowoczesnych metod analityki genetycznej,
gléwnie na podstawie rozwoju specyficznej reakcji fancuchowej polimerazy.
Dokonane w badanej grupie testy statystyczne wg metodyki Bayesa nie po-
twierdzily statystycznej istotnosci zwigzku plci chorego z metylacja supresoro-
wego genu CDHI1 w DNA komérek prawidtowych z chirurgicznego marginesu
u chorych z rakiem jamy ustnej. Podobne wyniki, braku istotnego statystycznie
zwigzku miedzy plcig chorego i czgstotliwoscig obserwowanej w genie CDH1
hipermetylacji w DNA komoérek marginesu operacyjnego, uzyskali ze swoich
badan réwniez inni autorzy [88, 96, 112].

Kolejnym parametrem poddanym analizie w opracowaniu byto zbadanie
korelacji miedzy wiekiem operowanych chorych a wystepowaniem hipermety-
lacji w genie CDHI1 DNA komorek raka jamy ustnej. W eksplorowanej grupie
pacjentow, w tescie korekeji rangowych Spearmana nie zaobserwowano zalez-
nosci istotnej statystycznie miedzy metylacja genu CDH1 i wiekiem chorych.
Takie same wnioski podajg Marsit C. i wspol. [106] oraz Mac Cabe i wspot.
[103]. Analogicznie nie wykazano zaleznosci statystycznych w relacji wyste-
powania hipermetylacji genu CDHI1 w DNA komorek prawidtowych margine-
su operacyjnego i wiekiem leczonych chorych. Uzyskane w niniejszym opra-
cowaniu wyniki dotyczace korelacji miedzy wiekiem operowanych chorych
i wykazang hipermetylacja genu supresorowego CDHI w DNA komorek raka
jamy ustnej i komorek niezmienionych z marginesu operacyjnego oraz dane
publikowane przez innych autoréw nie potwierdzaja ogdlnych zatozen doty-
czacych kumulacji proceséw epigenetycznych, w tym metylacji DNA gendw,
w starzejacej si¢ komoérce nabtonka jamy ustnej, o czym donosili w swoich pu-
blikacjach Sharma S. [140], Fernberg A. [49] czy Heyn H. [68].

Badania wlasne, dotyczace zaleznosci miedzy wystepowaniem hiperme-
tylacji genu supresorowego CDHI w DNA komdrek raka jamy ustnej i prze-
wleklym stosowaniem przez chorych uzywek, takich jak palenie tytoniu i diu-
gotrwale naduzywanie alkoholu, wykazaly testem chi-kwadrat statystyczna
istotnos¢ takiej korelacji zmiennych. Statystycznie istotng zalezno$¢ metylacji
DNA w genie CDH1 dowiedziono dla grupy chorych naduzywajacych alkoho-
lu przez wiele lat. Podobne wyniki wystepowania statystycznie istotnej zalez-
nosci miedzy hipermetylacja genu CDHI wsréd chorych z rakiem jamy ustnej
podaja Marsit C. i wspol. [106] oraz Asokan G. i wspol. [6]. W grupie chorych
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dlugotrwale naduzywajacych alkoholu wyniki w publikacjach nie sg spdjne.
Asokan G. i wspol. [6] i Robertson K. i wspol. [134] uzyskali podobne wyniki
do prezentowanych wynikéw wlasnych, podczas gdy Marsit i wspét. [106] nie
potwierdzajg statystycznie istotnej zaleznosci miedzy naduzywaniem alkoholu
i wystepowaniem hipermetylacji genu CDH1.

Hipermetylacja genu CDHI w komodrce skutkuje wyciszeniem tego genu
i zmniejszeniem lub catkowitym zablokowaniem ekspresji E-kadheryny w ko-
lejnych pokoleniach komérek, czego nastepstwem klinicznym jest rozluznienie
struktury tkankowej poprzez brak lub oslabienie przylegania komoérkowego,
komorki nabtonkowe tracg polaryzacje i stajg sie bardziej podatne na migracje
i inwazj¢ tkankowg, promujac rozwoj nowotworu i skfonno$¢ do przerzutéw.

Wyniki badan wlasnych dotyczace zaleznosci miedzy czasem wystapie-
nia wznowy i metylacja genu CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej nie
wykazaly réznic istotnych statystycznie. Hipermetylacja genu CDH1 nie prze-
jawiata implikacji klinicznych w postaci réznic w czasie wystapienia wznowy
procesu nowotworowego po operacji raka, dla chorych ze stwierdzong i bez
stwierdzonej metylacji genu.

W analizowanych wynikach badan wiasnych nie dowiedziono korelacji
istotnej statystycznie miedzy metylacja genu CDHI w DNA komorek guza
i czasem wystgpienia wznowy, a podobne wyniki przedstawil Pannone i wspot.
[121]. W badanej grupie nie wykazano réwniez zaleznosci istotnej statystycz-
nie miedzy metylacjs CDHI w tkankach marginesu operacyjnego i czasem
wznowy procesu nowotworowego. Odnotowano jednak dwukrotnie wigksza
czestos¢ wystapienia wznowy miejscowej wsrdd pacjentéw ze stwierdzong hi-
permetylacjg genu CDHI w odniesieniu do chorych bez stwierdzonej hiper-
metylacji. Badanie statystyczne nie potwierdza istotnosci zestawionych danych
(p = 0.7268), jednak implikacje kliniczne skutkuja potrzeba czujniejszej po-
stawy lekarza w stosunku do pacjentéw onkologicznych ze stwierdzong hi-
permetylacja genu CDHI w komoérkach guza, bowiem moze to mie¢ wiekszy
wplyw na wznowe miejscowg procesu nowotworowego. Na podstawie prze-
prowadzonych badan mozna wysnu¢ wniosek, iz stwierdzenie hipermetylacji
genu supresorowego CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej oraz komorek
prawidlowych moze w przysztosci, po udoskonaleniu metod diagnostycznych,
zosta¢ uznane za marker ryzyka wystapienia wznowy procesu nowotworowego.

Podobnie, w badanej grupie chorych nie wykazano zaleznosci istotnej
statystycznie migdzy metylacja genu CDHI w DNA komoérek nowotworo-
wych guza jamy ustnej i wystapieniem przerzutéw odleglych. Analogicznie
stwierdzono brak zaleznodci istotne] statystycznie miedzy metylacja CDHI
w tkankach marginesu operacyjnego i wystapieniem przerzutéw odlegtych.
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W dostepnej literaturze nie znaleziono doniesient odnoszacych sie do wynikow
wplywu metylacji genu CDHI w komdrkach nowotworu jamy ustnej i komor-
kach prawidlowych tego samego chorego, jednak otrzymane dane dyskredytu-
ja hipermetylacje genu CDH1 jako biomarker ryzyka wystapienia przerzutow
odlegtych dla chorych z rakiem jamy ustne;.

Najbardziej interesujace wyniki, w badanej grupie chorych z rakiem jamy
ustnej, otrzymano, analizujac zalezno$¢ miedzy hipermetylacja genu supreso-
rowego CDH1 w DNA komorek raka i przerzutami do kolejnych pieter weztéw
chtonnych szyi, ktore wystapily po pierwszej operacji blokowej raka jamy ust-
nej. Przerzuty do regionalnych wezléw chionnych po pierwszej operacji wy-
stapily u 21 chorych. Hipermetylacja genu supresorowego CDHI w DNA raka
wystapita u 17 chorych (80,9%), natomiast w podgrupie bez metylacji do prze-
rzutéw do weztéw chlonnych doszto tylko u 4 chorych (19,1%). Wynik testu
chi-kwadrat wykazal, ze nadreprezentacja chorych z przerzutami do weztéw
chlonnych w podgrupie, w ktdrej wystapito zjawisko hipermetylacji promoto-
ra genu CDH]I, byla znamienna statystycznie (Aneks, tabela 15), tzn. w pod-
grupie, w ktdrej wystapila metylacja, ryzyko przyrzutu do wezta chtonnego
jest istotnie statystycznie wigksze (p = 0.02359). Nie stwierdzono statystycznej
istotno$ci w powiazaniu metylacji genu CDHI w tkankach z marginesu opera-
cyjnego i wystapienia przerzutéw do regionalnych wezléw chlonnych. W do-
stepnej literaturze nie znaleziono publikacji, w ktérych przedstawione bytyby
zagadnienia wplywu metylacji genu CDHI w komoérkach raka jamy ustnej
na ryzyko wystgpienia przerzutéw do weztéw chlonnych. Podobng tematyka
zajmowal sie Graciano E. i wspol. [56], analizujac hipermetylacje genu CDH1
w rakach zoladka oraz Morandi L. i wspot. [112], prowadzacy badania gene-
tyczne na materiale pobranym mikroszczoteczkami z wymazow jamy ustnej.
Na podstawie analizy przedstawionych wynikéw badan genetycznych, doty-
czacych wplywu hipermetylacji genu supresorowego CDHI w DNA komorek
raka jamy ustnej na czgsto$¢ wystepowania przerzutéw do regionalnych we-
z16w chlonnych, mozna sformulowa¢ wniosek, ze stwierdzenie hipermetylacji
genu CDHI1 w DNA komorek raka jamy ustnej moze stac si¢ biomarkerem
informujgcym o zwiekszonym ryzyku wystgpienia przerzutéw do regional-
nych weztéw chlonnych u chorych operowanych z powodu raka jamy ustnej.
Wiedza ta mogtaby w przyszlosci postuzy¢ do planowania szerszego zakresu
operacji pierwotnej lub tez do czestszego i bardziej precyzyjnego monitoro-
wania chorych ze stwierdzong hipermetylacja genu CDHI w komorkach raka
z wycinka tkankowego lub preparatu operacyjnego. Wydaje si¢ niezbedne, ale
réwniez obiecujace prowadzenie szerszych badan genetycznych w dziedzinie
epigenetycznych zmian DNA nowotworéw.
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Sredni czas od operacji do rozpoznania przerzutéw w regionalnych we-
ztach chlonnych w grupie chorych ze stwierdzong metylacja CDHI w tkan-
kach guza wynosil 5,25 miesiecy i byt krotszy niz w wérdd chorych, u ktérych
nie wykazano metylacji genu CDH1, a $redni czas do rozpoznania przerzutéw
w weztach wynosil 9,25 miesiecy. Nie potwierdzono istotnosci statystycznej
tych zalezno$ci, jednak z klinicznego punktu widzenia réznica czterech mie-
siecy w czasie rozpoznania przerzutéw do regionalnych weztéw chlonnych
moze decydowa¢ o powodzeniu leczenia i losach chorego. Problematyka ta
wymaga w przyszlosci szerszych badan na wigkszych grupach chorych.

W badanej grupie nie dowiedziono istotnej statystycznie korelacji miedzy
czasem wystapienia przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych dla mety-
lacji genu CDH1 i braku metylacji CDHI tak w komdrkach raka jamy ustnej,
jak i w komorkach prawidlowych marginesu operacyjnego.

W badaniach wtasnych dowiedziono, ze statystycznie istotnie czesciej me-
tylacja genu CDHI odnotowana byla w rakach wargi. W badaniach Pannone
i wspol. [121] przedstawil wyniki dotyczace statystycznie istotnie czestszej hi-
permetylacji genu CDHI w DNA komorek raka jezyka, jednak w tej samej
publikacji nie znalazl zaleznosci dotyczacej raka wargi.

W badanej grupie chorych podjeto probe oceny zaleznoséci miedzy hi-
permetylacja genu CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej a rozpoznang
w komorkach infekcja HPV, jednak nie wykazano istotnosci statystycznej
takiej korelacji.



Whioski

1. Hipermetylacja genu supresorowego CDHI w DNA komorek raka jamy
ustnej okazala si¢ istotnym czynnikiem pogarszajacym rokowanie tylko
w odniesieniu do ryzyka wystgpienia przerzutéw do regionalnych we-
z16w chlonnych szyi, po pierwotnym leczeniu chirurgicznym, bez wpltywu
na wystgpienie przerzutéow odlegtych. Stwierdzenie hipermetylacji genu
CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej moze by¢ biomarkerem infor-
mujacym o zwiekszonym ryzyku wystgpienia przerzutéw do regionalnych
wezldéw chlonnych u chorych operowanych z powodu raka jamy ustnej,
co moze w przyszlosci postuzy¢ do planowania szerszego zakresu operacji
pierwotnej lub tez do czestszych i bardziej restrykcyjnych kontroli w gru-
pie chorych ze stwierdzong hipermetylacja genu CDHI w DNA komoérek
raka jamy ustne;j.

2. Nie wykazano statystycznie istotnej zaleznosci miedzy hipermetylacja
genu CDHI w DNA prawidlowych komoérek z marginesu operacyjnego
a czestoscig wystapienia wznowy miejscowej, czasem wystapienia wznowy
miejscowej, czestoscig i czasem wystapienia przerzutéw do regionalnych
wezléw chlonnych oraz przerzutéw odleglych. Stwierdzenie hipermetylacji
promotora genu CDHI w DNA komorek prawidlowych z tkanek margine-
su operacyjnego nie moze petnic roli biomarkera w odniesieniu do ryzyka
wiekszej czestotliwosci wystgpienia wznowy miejscowej, przerzutéw do re-
gionalnych wezléw chlonnych ani tez przerzutéw odleglych.

3. Sredni czas wystgpienia przerzutéw do regionalnych weztéw chtonnych
jest krotszy w grupie chorych, u ktérych stwierdzono hipermetylacje genu
CDHI1 w DNA komorek raka jamy ustnej, o okolo 4 miesiace.

4. Badania wlasne dowiodly dodatnig i statystycznie istotng korelacje hiper-
metylacji DNA w genie CDH1I dla grupy chorych naduzywajacych dlugo-
trwale alkoholu.

5. W badaniach wtasnych wykazano statystycznie istotng zaleznos¢ hiperme-
tylacji genu CDHI1 w DNA komorek raka wargi.
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6. W badaniach wlasnych wykazano brak statystycznej korelacji miedzy hi-
permetylacja genu CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej i komorek
prawidlowych marginesu operacyjnego a:

- czesto$cia wystapienia wznowy miejscowej procesu nowotworowego
W jamie ustnej,

- czasem wystgpienia wznowy miejscowej,

- wystgpieniem przerzutéw odleglych,

- czasem wystgpienia przerzutéw odlegtych,

- czasem wystgpienia przerzutéw do regionalnych weztéw chionnych.

7. Mlodszy wiek chorego istotnie zwiekszal ryzyko wystapienia miejscowej
wznowy nowotworu i wystapienia przerzutéw odlegtych.

8. Ryzyko wystgpienia przerzutéw odleglych oraz przerzutéow do wezlow
chlonnych sg ze sobg istotnie zwigzane w sposéb pogarszajacy rokowanie.

9. Stwierdzono istotng statystycznie wyzsza $miertelnos¢ w grupie chorych
z niskozréznicowanymi rakami jamy ustne;j.

Wyniki przeprowadzonych badan poszerzyly wiedz¢ na temat moleku-
larnego podloza onkogenezy raka plaskonablonkowego jamy ustnej, taczac
analize poziomu ekspresji genu supresorowego CDH1 z okresleniem stopnia
metylacji regionéw promotorowych badanego genu oraz z ich wplywem na
przebieg kliniczny choroby nowotworowej i wyniki leczenia. Kontynuowanie
badan epigenetycznych moze w przyszlosci przyczynic si¢ do opracowania pa-
nelu biomarkeréw uzytecznych klinicznie, wspomoéc diagnostyke raka jamy
ustnej oraz stac si¢ fundamentem do opracowania nowych metod terapeutycz-
nych opartych na mechanizmach epigenetycznych (przeciwnowotworowe leki
epigenetyczne).



Streszczenie

Nowotwory ztosliwe rejonu glowy i szyi sa szostymi najczesciej wystepu-
jacymi na $wiecie nowotworami w populacji ludzi, z liczbg 650 000 rozpozna-
wanych kazdego roku nowych zachorowan i liczbg 350 000 zgonow. Wsrod
tej grupy nowotwordw najczesciej wystepuje rak kolczystokomoérkowy jamy
ustnej (Oral Squamous Cell Carcinoma - OSCC), ktdry rozpoznawany jest
w 90% zlodliwych nowotwordw jamy ustnej i 38% wszystkich nowotworéw
glowy i szyi. Z uwagi na duzg liczb¢ nowych rozpoznan i stale postepujacy
wzrost nowych zachorowan, zwlaszcza w powigzaniu z wysoka $miertelnoscia
i niskim odsetkiem przezy¢ 5-letnich, rak jamy ustnej stanowi powazny pro-
blem medyczny, majacy znaczacy wplyw na rézne aspekty zdrowia publiczne-
go, jak réwniez niosacy skutki spoteczno-ekonomiczne.

Najnowsze dane epidemiologiczne przedstawione przez Krajowy Rejestr
Nowotworéw dotycza roku 2019, w ktérym odnotowano 2168 zachorowan
na raka jamy ustnej, w tym 1726 przypadkéw dotyczyto mezczyzn i 442 ko-
biet. W roku tym odnotowano 1428 zgonéw spowodowanych rakiem jamy
ustnej, w grupie tej byto 1165 mezczyzn i 263 kobiety. Wedlug powotanego
rejestru w czasie dekady 2010-2020 w wojewodztwie podkarpackim na no-
wotwory zlodliwe jamy ustnej zachorowalo ogétem 1044 chorych, w tym 819
mezczyzn i 225 kobiet. W okresie tym z powodu nowotworéw jamy ustnej
zmarlo ogélem 753 chorych, wsréd ktérych bylo 636 mezczyzn i 117 kobiet.
Pomimo duzego postepu w dzialaniach prewencyjnych oraz znaczacego roz-
woju narzedzi i technik terapeutycznych raka jamy ustnej, odsetek 5-letnich
przezy¢ chorych z OSCC pozostaje na niezmienionym poziomie od ponad 20
lat. Zte wyniki i prognozy dla chorych zwigzane sg $cisle z péznym rozpozna-
niem raka i rozpoczeciem procesu terapeutycznego, czesto w zaawansowanym
stadium choroby nowotworowej, z naciekaniem przez nowotwor tkanek ota-
czajacych, przerzutami do regionalnych weztéw chlonnych i rzadziej z prze-
rzutami odlegtymi do innych narzagdéw. Odlegte wyniki leczenia raka jamy
ustnej s3 nadal niezadowalajace i w badaniach epidemiologicznych nie ulegaja
poprawie od wielu lat, dlatego tez tak wazne s3 badania ukierunkowane na
poszukiwania nowych biomarkeréw, pozwalajacych na precyzyjne monito-
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rowanie przebiegu procesu nowotworowego i podjecia niezwlocznej terapii
w przypadku stwierdzenia wzrostu miana markera nowotworowego u chore-
go, u ktdrego nie wystapily jeszcze objawy kliniczne. Jedng z drég badawczych,
majacych na celu opracowanie biomarkera nowotworu, s3 badania z zakresu
epigenetyki, ktorej odkrycia mogg by¢ przelomowe, zaréwno w zrozumieniu
i poznaniu mechanizméw onkogenezy, konstruowaniu testow pozwalajacych
wykry¢ u chorego markery raka, jak i w syntezie lekéw onkologicznych.

Rozwéj nowotworu w organizmie nastepuje w wyniku jednoczesnych
zmian genetycznych i epigenetycznych. W procesie nowotworzenia duze zna-
czenie majg mechanizmy epigenetycznej regulacji ekspresji genow (z greckiego
epi — ponad genomem), obejmujace dziedziczne, lecz potencjalnie odwracalne,
zmiany ekspresji genéw, kodowane przez modyfikacje genomu i komponenty
chromatyny, jednak bez zmian w sekwencji DNA. Jednym z epigenetycznych
mechanizméw zmian w prawidlowym fancuchu DNA jest proces metylacji.
Epigenetyczne zmiany wzorca metylacji DNA zaobserwowano w wielu typach
nowotwordw i uwaza sie, iz odgrywaja one zasadnicze znaczenie w kancero-
genezie. Zmiany epigenetyczne obserwowano we wczesnych stadiach rozwoju
nowotworu i sg uznawane za nieprawidlowosci niezbedne do nowotworze-
nia tkankowego i progresji rozwoju raka. Rdzne typy nowotworéw wyrazaja
charakterystyczne wzorce metylacji, ale maja réwniez wspdlne cechy zmian
epigenetycznych, ktére wykorzystywane s3 we wczesnym wykrywaniu nowo-
twordw, umozliwiaja $ledzenie ich progresji i maja pewne znaczenie w oce-
nie rokowania. Na $wiecie obserwowany jest szybki postep technologiczny
umozliwiajacy wykrywanie i monitoring zmian epigenetycznych w tkankach
czlowieka, co wykorzystywane jest w praktyce klinicznej jako wczesne bio-
markery zmian rakowych oraz markery progresji procesu nowotworowego.
Proces metylacji polega na przytaczeniu grupy metylowej do pigtego wegla
pierscienia cytozyny, niemniej procesowi temu ulega jedynie 3-4% wszystkich
cytozyn w DNA. Zmiany w metylacji DNA rozpoznawane s3 jako pierwszy
epigenetyczny biomarker zwigzany z rozwojem nowotworu, zmieniajacy pra-
widlowe funkcjonowanie genu i obejmuja one hipermetylacje, hypometylacje
oraz zablokowanie imprintingu. Epigenetyczne zaburzenia metylacji rozwijaja
sie stopniowo w toczacym si¢ procesie kancerogenezy. Hipermetylacja wysp
CpG pojawia si¢ wczesnie w tym procesie, a liczba metylowanych wysp CpG
sukcesywnie rosnie wraz z rozwojem nowotworu i progresji ztosliwosci raka.
Rozpoczyna si¢ proces rozpowszechniania si¢ metylacji nowych wysp CpG,
ktéry zajmuje coraz wigksze obszary genomu. Prawdopodobnie jest to skut-
kiem starzenia si¢ genomu oraz wynikiem dzialania mediatoréw stanu zapal-
nego i stresu oksydacyjnego w komorce.
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Gen CDH1 znajduje si¢ na dluzszym ramieniu chromosomu 16, w locus
16q22.1 i koduje bialko E-kadheryne. E-kadheryna jest homodimerem trans-
membranowym o masie czasteczkowej 120 kD zbudowanej z 882 reszt ami-
nokwasowych. Badania naukowe oceniajace ekspresje E-kadheryny w réznych
typach raka wykazaly kluczowg role tego biatka podczas progresji i inwazji no-
wotworu. Niski poziom aktywnosci lub brak E-kadheryny jest $cisle zwigzany
ze zmianami w funkcjonowaniu i ruchliwo$¢ komorek, co skutkuje wieksza
liczbg przerzutéw raka do tkanek. Podobnie jak w przypadku innych nowo-
twordw zlosliwych, wykazano korelacje miedzy niska ekspresja E-kadheryny
i bardziej agresywnym przebiegiem OSCC. Niska ekspresja lub brak biatka
E-kadheryny jest skutkiem zablokowania genu supresorowego CDH1I kodu-
jacego to biatko. Najistotniejszym mechanizmem ostabienia ekspresji lub cat-
kowitego zablokowania powstawania E-kadheryny jest hipermetylacja promo-
tora genu CDH1. Zredukowana ekspresja E-kadheryny jest gtéwna przyczyna
dysfunkcji adhezji miedzykomorkowej i zaburzenia hamowania kontaktowe-
go komorek, co skutkuje, w zaleznosci od nasilenia procesu, cze$ciowg lub
catkowita redukcja przylegania komérek potomnych w tkance nowotworowej,
a w konsekwencji zwiekszong zdolnoscig do naciekania tkanek otaczajacych
pierwotny guz oraz wczesng zdolnoscig do tworzenia przerzutow.

Celem pracy byta ocena wplywu zaburzen epigenetycznych w mecha-
nizmie hipermetylacji promotora genu CDHI w DNA komoérek nowotworo-
wych oraz w DNA komorek prawidlowych, na przebieg kliniczny, dynami-
ke i rokowanie raka jamy ustnej. Badanie miato charakter retrospektywny.
Sposrdéd chorych leczonych z powodu raka jamy ustnej w Klinice Chirurgii
Szczekowo-Twarzowej Uniwersyteckiego Szpitala Klinicznego w Rzeszowie,
Poradni Onkologicznej Podkarpackiego Centrum Onkologii oraz prepara-
tow histologicznych pozyskanych z Zaktadu Patomorfologii Uniwersyteckie-
go Szpitala Klinicznego w Rzeszowie. Wsrdd tych chorych bylo 58 mezczyzn
i 21 kobiet.

Komisja Bioetyczna Uniwersytetu Rzeszowskiego, uchwatg Nr 14/01/2019,
wyrazila zgode na przeprowadzenie badania metylacji genu supresorowego
CDH1 w ramach projektu badawczego: ,,Molekularne zaburzenia w réznych
typach nowotworéw i chorobach o podiozu autoimmunologicznym”.

W badaniu poszukiwano wplywu hipermetylacji genu supresorowego CDH1
w DNA komorek raka jamy ustnej oraz DNA komoérek prawidtowych z mar-
ginesu operacyjnego po wycigciu raka na przebieg kliniczny i wyniki leczenia
chorych operowanych z powodu raka jamy ustnej. Gléwne badania dotyczyly
korelacji miedzy hipermetylacja CDHI a czasem wystapienia wznowy proce-
su nowotworowego, czasem wystapienia przerzutéw do regionalnych weztow
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chtonnych szyi, przerzutéw odlegtych oraz przezyciami chorych. Badania pro-
wadzono w kontekscie poszukiwania odpowiedzi na pytanie, czy hipermety-
lacja genu CDHI moze by¢ wykorzystana jako biomarker do monitorowania
chorych po operacji raka jamy ustnej. Analiza otrzymanych w badaniu wyni-
kéw pozwolita wysnu¢ wnioski, ktére moga by¢ przydatne w procesie leczenia
raka jamy ustne;j.

W badaniach wlasnych wykazano istotng statystycznie korelacje miedzy
hipermetylacja genu supresorowego CDHI1 w DNA komorek raka jamy ustnej
a czesto$cia wystgpienia przerzutéw do weztéw chlonnych szyi po pierwot-
nej operacji raka. Wiedza ta moze by¢ wykorzystana do czestszego badania
chorych po operacji raka jamy ustnej, u ktérych stwierdzono hipermetylacje
genu CDH1, aby w przypadku wykrycia przerzutéw do regionalnych weztéow
chlonnych, jak najszybciej rozpocza¢ odpowiednie leczenie. Ponadto infor-
macja o hipermetylacji genu CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej moze
by¢ uzyteczna w planowaniu szerszego zakresu resekcji blokowej nowotworu,
zwlaszcza w odniesieniu do regionalnych weztéw chionnych szyi, aby zmniej-
szy¢ ryzyko rozwoju przerzutéw raka w kolejnych pietrach weztéw chtonnych
szyi. Ponadto badania wlasne potwierdzaja obserwacje poczynione w kwestii
czasu wystapienia przerzutéw do weziéw chtonnych szyi, ktéry byl o 4 mie-
sigce krotszy w grupie chorych ze stwierdzong hipermetylacja genu CDHI
w DNA komorek raka jamy ustnej. Badania wykazaly takze dodatnig i staty-
stycznie istotng korelacje hipermetylacji DNA w genie CDH1I dla grupy cho-
rych naduzywajacych alkoholu.

W badaniach wtasnych dowiedziono brak statystycznej korelacji miedzy
hipermetylacja genu CDHI w DNA komorek raka jamy ustnej i komorek pra-
widlowych marginesu operacyjnego a czestoscig: wystgpienia wznowy miej-
scowej procesu nowotworowego w jamie ustnej, czasem wystgpienia wznowy
miejscowej, wystgpieniem przerzutéw odleglych, czasem wystapienia prze-
rzutéw odlegtych i czasem wystapienia przerzutéw do regionalnych wezlow
chtonnych.

Badania wlasne poszerzyty wiedz¢ na temat molekularnego podloza on-
kogenezy raka plaskonablonkowego jamy ustnej, faczac analize poziomu eks-
presji genu supresorowego CDHI z okresleniem stopnia metylacji regionéw
promotorowych badanego genu oraz z ich wptywem na przebieg kliniczny
choroby nowotworowej i wyniki leczenia. Kontynuowanie badan epigenetycz-
nych moze w przyszlosci przyczynic si¢ do opracowania panelu biomarkeréow
uzytecznych klinicznie, wspomoéc diagnostyke raka jamy ustnej oraz stac sie
fundamentem do opracowania nowych metod terapeutycznych i lekow prze-
ciw nowotworowych, opartych na mechanizmach epigenetycznych.
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Summary

Malignant neoplasms of the head and neck region are the sixth most com-
mon tumors in the world wide population, with 650 000 new cases diagnosed
every year and 350 000 deaths. In this group of cancers, the most common is
oral squamous cell carcinoma (OSCC), which is recognized in 90% of ma-
lignant tumors in the mouth and 38% of all head and neck cancers. Due to
the large number of newly diagnosed cases, especially in relation with high
mortality and low 5-year survival rate, oral cancer is a serious medical prob-
lem with a significant impact on various aspects of public health as well as
having a social and economic impact. The latest epidemiological data were
presented by the National Cancer Registry concerning 2019 year. There were
2,168 new cases of oral cancer, including 1,726 cases in men and 442 women
and 1,428 deaths caused by oral cancer, in this group there were 1,165 men
and 263 women. According to this register, in the decade 2010-2020, in the
Podkarpackie Province, a total of 1,044 patients suffered from malignant oral
tumors, including 819 men and 225 women. During this period, a total of 753
patients died of oral cancer, in this group there were 636 men and 117 women.

Despite significant advances in preventive activities and a large develop-
ment of oral cancer therapeutic tools and techniques, the percentage of 5-year
survival rates of OSCC patients has remained unchanged for over 20 years.
Bad results and prognosis for the patients are closely related to the late diag-
nosis of cancer and the initiation of the therapeutic process, often in advanced
stage of malignant disease, tumor infiltration of surrounding tissues, metas-
tases to regional lymph nodes and rarely distant metastases to other organs.
Long-term results of oral cancer treatment are still unsatisfactory and epide-
miological studies have not improved for many years. Due to these reasons,
many researchers aimed at finding new biomarkers, allowing precise moni-
toring of the cancer process and starting treatment when a patient has not
clinical symptoms. One of the research methods aimed at developing a tumor
biomarker is epigenetics. The process of carcinogenesis occurs as a result of
simultaneous genetic and epigenetic changes. The mechanisms of epigenetic
regulation of gene expression (from the Greek epi — above the genome), in-
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cluding hereditary but potentially reversible gene expression changes which
are encoded by genome modifications and chromatin components and are
important in the process of tumorigenesis but without changes in the DNA
sequence. One of the epigenetic mechanisms of changes in the normal DNA
chain is the methylation process. Epigenetic changes in the DNA methylation
pattern have been observed in many types of tumors and are considered to be
essential in carcinogenesis. Epigenetic changes observed in the early stages of
tumor development are considered as abnormalities necessary for tissue neo-
plasia and progression of cancer development. Different types of tumors ex-
press characteristic methylation patterns, but they also have common features
of epigenetic changes that are used in early detection of tumors, they allow
tracking their progression and have some significance in assessing prognosis.
In the world there is rapid technological progress in detection and monitoring
of epigenetic changes in human tissues, which is used in clinical practice as
early biomarkers of cancer changes and markers of cancer progression. The
methylation process consists in attaching a methyl group to the fifth carbon of
the cytosine ring, however only 3-4% of all cytosines in the DNA undergo this
process. Changes in methylation of DNA are recognized as the first epigenetic
biomarker associated with the development of cancer, changing the proper
functioning of the gene and they include hypermethylation, hypomethylation
and blocking imprinting. Epigenetic methylation disorders develop gradually
in the ongoing process of carcinogenesis. Hypermethylation of CpG islands
appears early in this process and the number of methylated CpG is successively
increasing with the development of cancer and the progression of cancer ma-
lignancy. The process of the methylation of the new CpG islands begins and
spreads, takes up more and more areas of the genome. This is probably due
to the aging of the genome and the result of mediators of inflammation and
oxidative stress in the cell.

The CDHI gene is located on the long arm of chromosome 16, in the
16q22.1 locus and encodes the E-cadherin protein (epithelial cadherin).
E-cadherin is a 120 kD transmembrane homodimer composed of 882 ami-
no acid residues. Scientific studies evaluating the expression of E-cadherin in
various types of cancer, have demonstrated the key role of this protein during
cancer progression and invasion. A low level of activity or lack of E-cadherin
is closely related to cell changes and motility, resulting in more cancer metas-
tases to the tissues. The low expression or lack of E-cadherin protein results
of blocking the CDH1 suppressor gene encoding this protein. The most im-
portant mechanism of weakening the expression or completely blocking the
formation of E-cadherin is the hypermethylation of the promoter of the CDH1
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gene. Reduced expression of E-cadherin is the main cause of dysfunction of
intercellular adhesion, resulting in a partial or complete reduction of progeny
cell adherence in tumor tissue and consequently an increased ability to infil-
trate surrounding tissues as well as early ability to create metastases.

The aim of the study was to evaluate the effect of epigenetic disorders in
the hypermethylation mechanism of the CDHI gene promoter in the DNA of
tumor cells and in normal cells, on the clinical course, dynamics and prognosis
of oral cancer. This was retrospective study. In the group of patients treated for
oral cancer in the Clinic of Maxillofacial Surgery University Clinical Hospi-
tal in Rzeszéw, Oncology Clinic of the Podkarpackie Center of Oncology and
histological preparations obtained from the Department of Clinical Pathology
of University Clinical Hospital in Rzeszéw there were 58 men and 21 wom-
en. The Bioethical Commission of the University of Rzeszéw, resolution No.
14/01/2019, agreed to conduct a methylation study of the CDHI suppressor
gene as part of the research project: “Molecular disorders in various types of
cancer and autoimmune diseases”.

In this study I looked at the impact of hypermethylation of the CDHI sup-
pressor gene in the DNA of oral cancer cells and normal cells from the surgical
margin after cancer excision, on the clinical course and the treatment results of
patients operated on oral cancer. The main studies concerned the correlation
between CDH1 hipermethylation and the time of onset of tumor recurrence,
the time of metastases to regional lymph nodes, distant metastases and time of
patients’ survival.

The research was conducted in the context of searching for an answer to
the question whether hypermethylation of the CDH1 gene could be a biomark-
er used to patients monitoring after oral cancer surgery. Analysis of the results
obtained in the study allowed to draw conclusions that this knowledge can be
used in the treatment and follow-up of oral cancer. A statistically significant
correlation was found between hypermethylation of the CDHI suppressor
gene in the DNA of oral cancer cells and the incidence of metastases to the
neck lymph nodes after the primary cancer surgery. This knowledge should
be used for a more frequent examination of patients after oral cancer surgery,
in whom hypermethylation was found and in case of the metastases to the
regional lymph nodes are found, appropriate treatment can be started as soon
as possible. Similar observations were made regarding the time of metastases
to the neck lymph nodes, which was 4 months shorter in the group of patients
with confirmed hypermethylation of the CDHI gene. In addition, the studies
showed a positive and statistically significant correlation between DNA hyper-
methylation in the CDH1 gene and the group of patients abusing alcohol, as
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well as for smokers who smoked tobacco for many years. In my studies, there
was no statistical correlation between hypermethylation of the CDHI gene in
the DNA of oral cancer cells and normal cells of operative margin, and the
frequency of cancer recurrence in the oral cavity, time of local recurrence, the
frequency of distant metastases, time of occurrence of distant metastases and
metastases to regional lymph nodes.

This research has expanded our knowledge on the molecular basis of on-
cogenesis of oral squamous cell carcinoma, combining the expression of the
CDH1 suppressor gene with determination of the methylation of the promoter
regions of the tested gene and their effect on the clinical course of cancer and
treatment results. Continuing epigenetic research may in the future contribute
to the development of a clinically useful biomarker panel, support the diagnosis
of oral cancer and become the foundation for the development of new thera-
peutic methods and oncological drugs based on epigenetic mechanisms.
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Aneks do analiz statystycznych

Tabela 1. Tabela wielodzielcza zmiennej w postaci metylacji guza i w otoczeniu
w podgrupach wedlug plci

(Nie oznaczono sum brzegowych)

Tabela liczno$ci (Arkusz Statistica) Liczno$¢ oznacz. komorek > 10

Zmnl Zmn2 Zmn4 Zmn4 Wiersz
0 1 Razem
0 0 4 10
0 2 6
Ogot 10 6 16
1 0 3 2 5
1 1 23 4 27
Ogot 26 6 32
Razem w kol. 58 21 79

Tabela 2. Tabela wielodzielcza zmiennej 5 (palenie tytoniu) i 6 (picie alkoholu)
wzgledem zmiennej 4 (plec)

Tabela licznosci (Arkusz Statistica) Liczno$¢ oznacz. komorek > 10
(Nie oznaczono sum brzegowych)

Zmnd Zmn5 Zmn5 Wiersz
0 1 Razem

0 7 29 58

1 9 3 21

Ogét 16 32 79
Zmnd Zmn6 Zmn6 Wiersz
0 1 Razem

0 15 21 58

1 11 1 21

Ogot 26 22 79
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Tabela 3. Tabela wielodzielcza zmiennej 5 (palenie tytoniu) i 6 (picie alkoholu)
wzgledem zmiennej 1 (obecno$¢ lub brak metylacji genu CDHI w obrebie guza)
oraz zmiennej 2 (obecnos¢ lub brak metylacji genu CDHI w obrebie otaczajacej
zdrowej tkanki)

Tabela liczno$ci (Arkusz Statistica) Liczno$¢ oznacz. komorek > 10
(Nie oznaczono sum brzegowych)

Zmnl Zmn5 Zmn5 Wiersz
0 1 Razem

0 5 11 21

1 11 21 59

Ogot 16 32 58
Zmnl Zmn6 Zmn6 Wiersz
0 1 Razem

0 7 9 21

1 19 13 32

Ogot 26 22 58
Zmn2 Zmn5 Zmn5 Wiersz
0 1 Razem

0 6 9 24

1 10 23 55

Ogot 16 32 79
Zmn2 Zmn6 Zmn6 Wiersz
0 1 Razem

0 7 8 15

1 19 14 64

Ogot 26 22 79
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Tabela 23. Liczba przezy¢ w poszczegolnych miesigcach obserwacji

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +
Liczba Cpas Skumul. Blad
Przeizyc. Stand.

23 0,00000 0,979167 0,020615
4 25,00000 0,958333 0,028842
39 38,00000 0,937500 0,034939
22 42,00000 0,916667 0,039893
25 43,00000 0,895833 0,044092
32 43,00000 0,875000 0,047735
6 43,00000 0,854167 0,050942
19 44,00000 0,833333 0,053791
8 46,00000 0,812500 0,056337
29 46,00000 0,791667 0,058618
10 46,00000 0,770833 0,060665
42 48,00000 0,750000 0,062500
16 49,00000 0,729167 0,064142
15 50,00000 0,708333 0,065606
34 53,00000 0,687500 0,066902
17 58,00000 0,666667 0,068041
45 58,00000 0,645833 0,069031
2+ 60,00000

3+ 60,00000

5+ 60,00000

7+ 60,00000

9+ 60,00000

11+ 60,00000

12+ 60,00000

13+ 60,00000

14+ 60,00000

18+ 60,00000

20+ 60,00000

21+ 60,00000

24+ 60,00000

26+ 60,00000

27+ 60,00000
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cd. tabeli 23

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Ucigte obserwacje oznaczono +
Liczba Czas Skumul. Blad
Przezyc. Stand.

28+ 60,00000
30+ 60,00000
31+ 60,00000
33+ 60,00000
35+ 60,00000
36+ 60,00000
37+ 60,00000
38+ 60,00000
40+ 60,00000
41+ 60,00000
43+ 60,00000
44+ 60,00000
46+ 60,00000
47+ 60,00000
48+ 60,00000

1+ 60,00000

Tabela 24. Liczba pacjentéw bez wznowy miejscowej w poszczegdlnych
miesigcach obserwacji

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +

Liczba Cras Skumul. Blad

Przezyc. Stand.
30 0,00000 0,979167 0,020615
5 43,00000 0,958333 0,028842
12 54,00000 0,937500 0,034939
66,00000 0,916667 0,039893
4 67,00000 0,895833 0,044092
19 68,00000 0,875000 0,047735
29 68,00000 0,854167 0,050942
8 69,00000 0,833333 0,053791
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cd. tabeli 24

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +
Liczba Skumul. Blad
Czas Przezyc. Stand.

25 74,00000 0,812500 0,056337
34 74,00000 0,791667 0,058618
32 74,00000 0,770833 0,060665
42 76,00000 0,750000 0,062500
2+ 80,00000

3+ 80,00000

6+ 80,00000

7+ 80,00000

10+ 80,00000

11+ 80,00000

13+ 80,00000

14+ 80,00000

15+ 80,00000

16+ 80,00000

17+ 80,00000

18+ 80,00000

20+ 80,00000

21+ 80,00000

22+ 80,00000

23+ 80,00000

24+ 80,00000

26+ 80,00000

27+ 80,00000

28+ 80,00000

31+ 80,00000

33+ 80,00000

35+ 80,00000

36+ 80,00000

37+ 80,00000

38+ 80,00000

39+ 80,00000

40+ 80,00000
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cd. tabeli 24

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +
Liczba Skumul. Blad
Czas Przezyc. Stand.
41+ 80,00000
43+ 80,00000
44+ 80,00000
45+ 80,00000
46+ 80,00000
47+ 80,00000
48+ 80,00000
1+ 80,00000

Tabela 25. Liczba pacjentdéw pozostajacych bez przerzutéw odleglych
w poszczegolnych miesigcach obserwacji

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +
Liczba Cuas Skumul. Blad
Przezyc. Stand.

19 46,00000 0,979167 0,020615
29 48,00000 0,958333 0,028842
8 49,00000 0,937500 0,034939
42 50,00000 0,916667 0,039893
2+ 60,00000

3+ 60,00000

4+ 60,00000

5+ 60,00000

6+ 60,00000

7+ 60,00000

9+ 60,00000

10+ 60,00000

11+ 60,00000

12+ 60,00000

13+ 60,00000

14+ 60,00000
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cd. tabeli 25

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)

Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +

Przyp.
Liczba Cuas Skun'ml. Blad
Przezyc. Stand.

15+ 60,00000
16+ 60,00000
17+ 60,00000
18+ 60,00000
20+ 60,00000
21+ 60,00000
22+ 60,00000
23+ 60,00000
24+ 60,00000
25+ 60,00000
26+ 60,00000
27+ 60,00000
28+ 60,00000
30+ 60,00000
31+ 60,00000
32+ 60,00000
33+ 60,00000
34+ 60,00000
35+ 60,00000
36+ 60,00000
37+ 60,00000
38+ 60,00000
39+ 60,00000
40+ 60,00000
41+ 60,00000
43+ 60,00000
44+ 60,00000
45+ 60,00000
46+ 60,00000
47+ 60,00000
48+ 60,00000

1+ 60,00000
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Tabela 26. Liczba pacjentéw pozostajacych bez przerzutéw do weztéw chlonnych
w poszczegolnych miesigcach obserwacji

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Przyp. Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +
Liczba Skumul. Blad
Czas Przezyc. Stand.
36 3,00000 0,979167 0,020615
5 32,00000 0,958333 0,028842
4 47,00000 0,937500 0,034939
29 48,00000 0,916667 0,039893
19 48,00000 0,895833 0,044092
48 48,00000 0,875000 0,047735
8 49,00000 0,854167 0,050942
10 53,00000 0,833333 0,053791
12 54,00000 0,812500 0,056337
41 54,00000 0,791667 0,058618
32 60,00000 0,770833 0,060665
28 60,00000 0,750000 0,062500
25 60,00000 0,729167 0,064142
9 60,00000 0,708333 0,065606
22 60,00000 0,687500 0,066902
42 60,00000 0,666667 0,068041
21 60,00000 0,645833 0,069031
38 60,00000 0,625000 0,069877
34 60,00000 0,604167 0,070585
33 60,00000 0,583333 0,071159
6 60,00000 0,562500 0,071603
3 60,00000 0,541667 0,071918
2+ 60,00000
7+ 60,00000
11+ 60,00000
13+ 60,00000
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cd. tabeli 26

Analiza Kaplana-Meiera (Arkusz Statistica)
Uwaga: Uciete obserwacje oznaczono +

Przyp.
Liczba Skumul. Blad
Czas Przezyc. Stand.

14+ 60,00000
15+ 60,00000
16+ 60,00000
17+ 60,00000
18+ 60,00000
20+ 60,00000
23+ 60,00000
24+ 60,00000
26+ 60,00000
27+ 60,00000
30+ 60,00000
31+ 60,00000
35+ 60,00000
37+ 60,00000
39+ 60,00000
40+ 60,00000
43+ 60,00000
44+ 60,00000
45+ 60,00000
46+ 60,00000
47+ 60,00000

1+ 60,00000
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Spis rycin

Ryc. 1. Zachorowalnos¢ kobiet i mezczyzn na raka jamy ustnej w grupach wie-
kowych w wojewddztwie podkarpackim .........coeeeeeeneeevcuneceeenecrenneencenenen
Ryc. 2. Schemat struktury chromosomu i spirali DNA ...........
Ryc. 3. Schemat metylacji cytozyny do 5-metylocytozyny
Ryc. 4. Schemat adhezji komdrkowej z udziatem E-kadheryny .......ccccoocvvcucnnee.
Ryc. 5. Schemat budowy czasteczki E-kadheryny z elementami zewnatrz-
komorkowymi, odpowiedzialnymi za polaczenia miedzykomorkowe i ele-
mentami wewnatrzkomérkowymi, odpowiedzialnymi za zakotwiczenie
czasteczki biatka w cytoszkielecie ...
Ryc. 6. Hemimetylacja préobek 1, 2, 3 i brak metylacji dla probki +Met (brak
prazka) oraz probki Kontrolnej 0 ........coceeeveeecnecencrnecenerreeeneeeeneee e
Ryc. 7. Hemimetylacja prébek 1, 2, 3 i calkowita metylacja probki +Met (wi-
doczny prazek) oraz brak prazka dla probki kontrolnej 0 .........ccceuveeevecunneee
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Spis wykresow

Wykres 1. Ramka-wasy dla statystyki opisowej zmiennej 3 (wiek) wzgledem
zmiennej 4 (ple¢). 0 - mezczyzni, 1 - kobiety. Z wykresu wynika, Ze rozrzut
danych w postaci wieku byt wérdd kobiet znacznie bardziej rozproszony
niz w grupie mezczyzn. Zatem pod wzgledem wieku populacja mezczyzn
byta bardziej jednorodna ........cccceeniricninicneceecee s

Wykres 2. Rozktad zmiennej w postaci wieku dla cato$ci materiatu wraz z wy-
nikiem testu Shapiro-Wilk. Wartoé¢ p = 0,26021 wskazuje, ze rozklad spel-
nia cechy rozkladu normalnego ..........cccecvevevineiniincincincnciccceeeeecees

Wykres 3. Rozklad zmiennej w postaci wieku dla mezczyzn wraz z wynikiem
testu Shapiro-Wilk. Warto$¢ p = 0,11131 wskazuje na to, ze rozktad spetnia
cechy rozktadu normalnego .........cccoevciricencinicincincerec e

Wykres 4. Rozklad zmiennej w postaci wieku dla kobiet wraz z wynikiem testu
Shapiro-Wilk. Warto$¢ p =0,667 wskazuje, ze rozklad spetnia cechy rozkla-
du NOIMAINEZO ..ottt ettt

Wykres 5. Przezycia chorych w zaleznosci do wielkosci guza (cecha T) .............

Wykres 6. Przezycia chorych w zaleznosci od stanu weztéw chionnych szyi
(€= T 10 OO

Wykres 7. Przezycia chorych w zalezno$ci od przerzutéw odlegtych (cecha M)

Wykres 8. Przezycia chorych w zaleznoéci od stopnia zréznicowania komorko-
wego raka jamy ustnej (cecha G) ...

Wykres 9. Przezycia chorych w zaleznosci od stopnia zaawansowania klinicz-
nego raka jamy ustnej (S — Staging) .....ccoeveereureererreererserrerenereneseneeseseeesens

Wykres 10. Przezycia chorych w zaleznosci od wykrytej hipermetylacji genu
CDH1 w DNA komorek raka jamy Ustnej ..........cccveveeeererrecmrerneerrerneenrernenenne

Wykres 11. Przezycia chorych w zaleznosci od czasu od operacji pierwotnej
1Ak JAMY USTIIE] w.vuvveverrieiecieeeicteienetreeeesesrese et sese sttt nsessesensessesensessesenacs
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Spis tabel

Tabela I. Ple¢ i wiek chorych z rakiem jamy UStNej ......c..ccocerevveccererrecererneenrennnnes
Tabela II. Umiejscowienie raka jamy ustnej w grupach wiekowych chorych .....
Tabela III. Palenie tytoniu i naduzywanie alkoholu w grupie chorych z rakiem

JAMY USTNEJ wvviniiiictcrcieeecrc bbb
Tabela IV. Umiejscowienie raka jamy ustnej w odniesieniu do stosowanych

Tabela VI. Ocena TNM w zalezno$ci od umiejscowienia raka jamy ustnej .......
Tabela VII. Stopien zaawansowania procesu nowotworowego w badanej grupie
Tabela VIII. Stopien zaawansowania raka jamy ustnej w zaleznosci od lokaliza-
CJLGUZA o
Tabela IX. Stopien zréznicowania histologicznego raka jamy ustnej .........c.c......
Tabela X. Stopien zréznicowania komdrek raka jamy ustnej w zaleznosci od
lokalizacji ogniska pIErWONEZO ......cceuevermemeeermerrerererneierereenesseseneseesenenene
Tabela XI. Wznowy procesu nowotworowego w grupie chorych z rakiem jamy
L] 01 OO
Tabela XII. Wznowa miejscowa raka w zaleznosci do lokalizacji ogniska pier-
WOLIIEZO 1ottt b bbb sete et
Tabela XIII. Przerzuty do weztéw chlonnych po operacji raka jamy ustnej .......
Tabela XIV. Przerzuty do weztéw chlonnych w zaleznosci od lokalizacji ogniska
pierwotnego raka jamy USTNE) ......coeeeeeeererreeememerererneeerersesenessesensessesenesene
Tabela XV. Przerzuty odlegte wsréd chorych z rakiem jamy ustnej .........cceeuueee.
Tabela XVI. Czas zgonu po operacji chorych z rakiem jamy ustnej ........cccoc......
Tabela XVII. Przezycia i zgony chorych w zaleznoéci od lokalizacji ogniska
PIEITWOLIIEZO ..ovivvvniiiiitctct s nenne
Tabela XVIII. Sekwencje starterow, wielko$¢ fragmentdw i temperatura hybry-
dyzacji StoSOWane W MSP ......c.occcuiuiciiincnirieeiree e nsaes
Tabela XIX. Obecnos¢ infekcji HPV w zaleznosci od lokalizacji ogniska pier-
08 7O OO
Tabela XX. Infekcje HPV w zalezno$ci od stopnia zréznicowania komorek raka
JAMY USTNE] wovvviiiiiictctccce s
Tabela XXI. Infekcja HPV w zaleznosci od stopnia zaawansowania raka jamy
L] 8 01 OO
Tabela XXII. Analizowane zmienne wraz z ich kodami liczbowymi ...................
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Tabela XXIII. Struktura wiekowa badanej populacji .......cccooceeveuvevercrrenencrnernennne
Tabela XXIV. Wystepowanie metylacji promotora genu CDHI w guzie i zdro-
Wej thance s351adUJACe) ....cueueeeriureeceierieec e
Tabela XXV. Czesto$¢ wystepowania raka jamy ustnej w poszczegdlnych loka-
lizacjach ogétem i w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDH1
W BUZIC ottt
Tabela XXVI. Czestos¢ wystepowania raka jamy ustnej w poszczegdlnych loka-
lizacjach ogétem i w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDH1
w marginesie tkanKOWYIM .......c.cccoueiririnininiiccsce s
Tabela XXVII. Obecno$¢ infekcji HPV w podgrupach wedlug metylacji pro-
motora genu CDHI W GUZIE .....cccccuiiiiiiiiiiiicic s
Tabela XXVIII. Czesto$¢ wystepowania wznowy miejscowej w podgrupach
wedlug hipermetylacji promotora genu CDHI W GUZIE ........covvvcuerirncieinnnee
Tabela XXIX. Czestos¢ wystepowania wznowy w podgrupach wedlug hiper-
metylacji promotora genu CDHI w marginesie tkankowym .........cccceeuueee.
Tabela XXX. Czas wystgpienia wznowy miejscowej nowotworu w miesigcach
obserwacji dla materiatu ogétem i w podgrupach wedltug pilci ...........c.........
Tabela XXXI. Czas wystapienia wznowy miejscowej nowotworu dla materia-
tu ogétem i w podgrupach wedtug braku/obecnosci metylacji genu CDH1
w guzie i w otaczajgcej sgsiedniej tkance .........oeeeveerncerecenieneeneneenenenes
Tabela XXXII. Czesto$¢ wystepowania przerzutéw do wezléw chionnych
w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDHI w guzie ................
Tabela XXXIII. Czestos¢ wystepowania przerzutéw do wezldéw chionnych
w podgrupach wedlug metylacji promotora genu CDHI w marginesie ope-
Y0843 11 0 o OO
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