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STRESZCZENIE

Wstep

Zachorowalnos$é na nowotwory jamy ustnej stanowi powazny problem
medyczny i socjoekonomiczny w wiekszosci krajéw na Swiecie i ma
ogromny wptyw na jako$¢ zycia pacjentéw. Przyczyna, dla ktérej to
schorzenie rozwija sie u jednych ludzi, u innych zas nie, nadal pozostaje
nieznana. Nowotwor jamy ustnej to nowotwor ztosliwy i jeden z najcze-
sciej wystepujacych nowotwordw gtowy i szyi.
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Cel pracy

Celem pracy byta ocena dysmutazy ponadtlenkowej CuZn-SOD u cho-
rych z rozpoznanym nowotworem jamy ustnej w poréwnaniu z-osobami
zdrowymi oraz zbadanie zaleznosci czynnikéw ryzyka w.nowotworach
gtowy i szyi.

Materiat i metody

Doswiadczenia przeprowadzane byty za zgodg Komisji Bioetyki
RNN/142/09/KB. Badania byty prowadzone w grupie 40 chorych z roz-
poznanym nowotworem jamy ustnej w wieku 46+12,60 oraz z 40 oséb
z grupy kontrolnej 47+17,90.

Wyniki

W badaniach zanotowano, iz w krwinkach czerwenych chorych na no-
wotwadr jamy ustnej nastepuje zwiekszenie aktywnosci SOD w porow-
naniu z grupa kontrolna. Z pracy wynika, ze zaréwno palenie papierosow,
jak i pte¢ maja wptyw na zwiekszenie zachorowalnosci: tyton (p=0,005)
oraz pte¢ meska (p=0,05).

Whioski

Wyniki badan jednoznacznie potwierdzajg udziat wolnych rodnikéw
w rozwoju choroby nowotworowej. Ryzyko zachorowania na raka jamy
ustnej wsérdd palaczy jest zdecydowanie wyzsze niz wéréd niepalacych.

Stowa kluczowe
katalaza, dysmutaza ponadtlenkowa, peroksydaza glutationowa, rak
jamy ustnej, alkohol, tyton
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Abstract

The incidence of oral cancer is a serious medical problem and socioeconomic
in most countries in the world and has a huge impact on the quality-of life of
patients. The reason why this disease develops and at some people, in others
not, remains unknown. Oral cancer is a malignant tumor and is one of the
most common cancers of the head and neck.

The aim of the study was to evaluate superoxide dismutase-CuZn-SOD in pa-
tients diagnosed with oral cancer compared to healthy subjects. Depending
investigate the risk factors of developing this type of cancer.

Material and Methods

Experiments were carried out with the approval of the Bioethics Committee
RNN/142/09/KB study was conducted in a group of 40 patients diagnosed
with oral cancer at the age of 46 + 12.60, and 40 in-the control group 47 +
17.90.

Results

The study reported that the red blood cells of patients with oral cancer fol-
lowing an increase in SOD activity as compared to the control group. In
operation it shows that both smoking, and gender affect morbidity, tobacco
(p=0.005) and male (p=0.06).

Conclusions

The results clearly support \the participation of free radicals in cancer. The
risk of developing oral cancer-among smokers is much higher than among
non-smokers.

Keyword
superoxide dismutase, oral cancer, alcohol, tobacco
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Wstep

Nowotwory jamy ustnej stanowig wazny problem wspétczesnej cywi-
lizacji, a czesto$¢ ich wystepowania w ostatnich latach znaczaco wzra-
sta. Rak jamy ustnej zaliczany jest do ztosliwych nowotwordw, wy-
stepuje w obrebie warg i tylnej sciany gardta oraz wewnetrznej czesci
jamy ustnej. Nowotwor ten charakteryzuje sie duzg dynamika rozwoju
i ztosdliwoscia kliniczng. Badania nad etiopatogenezg-tej grupy nowo-
twordéw prowadzone sa od wielu lat, jednak dopiero w drugiej potowie
ubiegtego stulecia uwage zwrdcita zapalna teoria ich powstawania [1].
Nowotwér ten wystepuje gtéwnie u mezczyzn zwykle naduzywajacych
alkoholu i palagcych papierosy. W krajach europejskich liczba mezczyzn,
u ktorych wykryto nowotwoér jamy ustnej,/ciggle-przewyzsza liczbe ko-
biet, inaczej jest w krajach azjatyckich, w ktérych zachorowalnos$¢ ko-
biet i mezczyzn jest taka sama [2,3]. W epidemiologii raka jamy ustnej
duze znaczenie majg nastepujgce czynniki ryzyka: palenie papieroséw,
naduzywanie alkoholu, niedobér ryboflawiny oraz zelaza [4]. Do innych
czynnikéw ryzyka zaliczamy: ztg higiene jamy ustnej oraz zakazenie wi-
rusem brodawczaka ludzkiego (HPV) [5,6,7]. Natdg spozywania tytoniu
powoduje mniej wiecej pieciokrotnie czestsze wystepowanie raka jamy
ustnej niz u oséb niemajacych-natogu tytoniowego. Duze znaczenie ma
rowniez fakt, ze wielu palaczy naduzywa jednoczesnie alkoholu i tytoniu.
Ta grupa o0sob jest bardziej narazona na zachorowanie na nowotwory
[4]. Z danych literaturowych wynika, ze wiecej nowotworow jamy ust-
nej wystepuje u 0soéb, ktdre zaniedbuja higiene jamy ustnej [8]. Grupa ta
charakteryzuje sie zachorowaniem na raka ptaskonabtonkowego. Stano-
wi on ok. 90% wszystkich nowotworéw. Rzadziej wystepujagcymi nowo-
tworami w jamie ustnhej sa rak gruczotowy oraz raki charakterystyczne
dla gruczotéw slinowych [8,9].

Sprawne funkcjonowanie naszego organizmu zapewnia odpowied-
ni poziom enzymow antyoksydacyjnych, a zaburzenia w ich aktywnosci
mog3 sie przyczynia¢ do powstawania réznorodnych choréb, np. choro-
by nowotworowe czy stwardnienie zanikowe. Dysmutazy ponadtlenko-
we naleza do grupy enzyméw, ktére katalizujg reakcje dysmutacji anio-
norodnikdw ponadtlenkowych. Klasyfikujemy je pod wzgledem miejsca
ich lokalizacji oraz kofaktora. Cu/ZnSOD (SOD-1) - miedziowo-cynkowa,
MnSOD (SOD-2) - manganowa, mitochondrialna, EC-Cu/ZnSOD (SOD-
3) =-miedziowo-cynkowa3, Fe-SOD - Zelazowa, Ni-SOD - niklowa. Dru-
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gim enzymem z tej grupy jest peroksydaza glutationowa, odpowiedzial-
na za rozktad wiekszosci powstajacego nadtlenku wodoru w komadrkach.
Katalaza z kolei odpowiada za redukcje H,O, powstajacego w reakcjach
katalizowanych przez dysmutaze ponadtlenkowg oraz reakcje nieenzy-
matyczne, nalezy do enzymow wewnatrzkomaorkowych [10-14].

Celem pracy byto okreslenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej,
w krwinkach czerwonych chorych cierpigcych na nowotwor jamy ustnej
oraz u 0s6b zdrowych w zaleznosci od czynnikdéw ryzyka: palenia tytoniu
i spozywania alkoholu.

Materiat i metody
Grupy badane
Do badan zakwalifikowano 40 oséb z nowotworem jamy ustnej (Srednia
wieku wynosita 46£12,60) w tym 29 mezczyzn i-11 kobiet. Grupe kon-
trolna stanowity osoby zdrowe (n=40), bez stanéw zapalnych ($rednia
wieku wynosita 47+17,90) - 20 kobiet i 20 mezczyzn. Do badan wyko-
rzystano krew obwodowa w ilosci 5 ml (na EDTA) z zyty odtokciowe;j.
Caty materiat uzyskano z OddziatuLaryngologii Onkologicznej UM
w todzi. Wszyscy pacjenci wyrazili pisemng zgode na przeprowadzenie
doswiadczen biologicznych. Badania zostaty zaakceptowane przez Ko-
misje Bioetyki Uniwersytetu Medycznego w todzi, opatrzone numerem
RNN/142/09/KB.

Hemoglobina (Hb) [15]

Stezenie hemoglobiny (Hb)*w hemolizatach krwi oznaczano metodg
Drabkina. Odczynnik ten wykazuje maksimum absorbancji przy dtugosci
fali 540 nm. Intensywnos$¢ zabarwienia powstajacego zwiazku jest pro-
porcjonalna do stezenia hemoglobiny.

Oznaczenie aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w krwinkach
czerwonych [16]

Zasada metody okreslenia dysmutazy ponadtlenkowej oparta jest na zja-
wisku hamowania przez enzym reakcji samoutlenienia adrenaliny do ad-
renochromu w $rodowisku zasadowym. Do pomiaru aktywnosci CuZn-
-SOD w badanych prébkach wykorzystywano wczeéniej przygotowany
hemolizat/ rozciericzony dwukrotnie. Do 0,1 ml hemolizatu dodawano
0,9 mlwody redestylowanej oziebionej do temperatury +4°C, 0,5 ml
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96% alkoholu etylowego i 0,25 ml chloroformu. Mieszanine wstrzasa-
no przez 2 minuty w zamknietych korkiem probéwkach. Probéwki wiro-
wano przez 10 minut z przyspieszeniem 4200xG w temperaturze +4°C
w wiréwce Beckmana L7. Po odwirowaniu otrzymano dwie warstwy:
goérng - zawierajacg supernatant z enzymem oraz dolng - zawieraja-
cg zdenaturowang hemoglobine oraz chloroform. W nastepnym etapie
przygotowano wtasciwg mieszanine reakcyjna. Do préby.kontrolnej do-
dawano: 2,9 ml 0,05 M buforu weglanowego o pH10,2 oraz 0,1 ml roz-
tworu adrenaliny w 0,01 N HCl o pH 2,0. Préba badana zawierata: 2,8 ml
0,05 M buforu weglanowego o pH 10 ml, 2, 0,1 ml supernatantu zawie-
rajgcego dysmutaze ponadtlenkowa oraz 0,1 roztworu adrenaliny w 0,01
N HCl o pH 2,0. Pomiaréw zmian absorbancji dokenywano przy dtugosci
fali 480 nm na spektrofotometrze Beckaman DU-650, w temperaturze
37°C wobec préby slepej, ktorg stanowit 0,05 M-bufor weglanowy o pH
10,2. Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej okreslano w jednominuto-
wych przedziatach czasowych na poedstawie zmian absorbancji w prébie
zawierajacej enzym, odnoszonych do analogicznych czasowych zmian
pochtaniania w prébie kontrolnej, gdzie'powinny one wynosi¢ 0,025 jed-
nostki absorbancji na minute.

Jednostke aktywnosci dysmutazy ponadtlenkowej w opisanych wa-
runkach definiujemy jako te ilo$¢ enzymu, ktéra powoduje 50% hamowa-
nia reakcji przy maksymalnym przyroscie absorbancji o 0,025 jednostki
na minute na prostoliniowym odcinku krzywe;j ilustrujgcej powstawanie
adrenochromu.

Aktywnos¢ dysmutazy ponadtlenkowej w badanych prébkach wyra-
zano w jednostkach adrenalinowych [U/gHb/100mL].

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej za pomoca progra-
mu Statistica 6.0.

Wyniki
U oséb’ chorych z rozpoznanym nowotworem jamy ustnej aktywno$é
dysmutazy ponadtlenkowej w krwinkach czerwonych wyniosta $red-
nio 2023,87+326,37U/gHb/100 ml, natomiast u oséb zdrowych (grupa
kontrolna) aktywnos$¢ CuZn-SOD wyniosta Srednio 1155,25+466,90 U/
gHb/100 ml, p<0.05 (Rycina 1).

Z poréwnania danych klinicznych dowiedliémy miedzy grupami, ze
palenietytoniu (p=0,005) oraz pte¢ meska (p=0,05) byty czynnikami ry-
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zyka choroby. 49 (61,25%) uczestnikow stanowili mezczyzni (29 pacjen-
tow oraz 20 kontroli) i 31 (38,75%) stanowity kobiety (11 pacjentek i 20
kontroli) (Tabela 1).
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Rycina 1. Aktywno$¢ dysmutazy ponadtlenkowej (aktywno$é enzymu
[U/g Hb/100ml]) w grupie kontrolnej 'l i grupie badanej 2, p<0,005
Figure 1. The activity of superoxide/dismutase (enzyme activity [U/g Hb/100 ml]) in the

control group 1'and'the test group 2, p<0,005

Tabela 1. Wptyw wieku, alkoholu oraz tytoniu na choroby jamy ustne;j

Table 1. Effects of age, alcohol and tobacco diseases of the oral cavity

Zmienne Pacjenci(%).| Kontrola (%) OR (95%Cl) p
Palenie
tytoniu
Nie 23(57,50) 35 (87,50) Ref. 5.1734
Tak 17 (42,50) 5(12,50) (1.676-15.975) 0.005
Konsumpcja
alkoholt
Nie 7 (17,50) 11(27,50) Ref.1.788
Tak 33 (82,50) 29 (72,50) (0.6128-5.218) 0.42
Ptec
Kobiety 11(27,50) 20 (50) Ref. 2.636
Mezczy7ni 29 (72,50) 20 (50 (1.037-6.685) 0.05
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Omowienie

Prawie 85% pacjentow ze zdiagnozowanym nowotworem jamy ustnej to
osoby uzaleznione od alkoholu i tytoniu lub obu tych czynnikdw.réwno-
czesnie [1,8,9]. W ostatnich latach podnoszona jest rola zakazenia wiru-
sem brodawczaka ludzkiego w etiopatogenezie nowotworéw ztosliwych
jamy ustnej. Profilaktyka nowotworéw jamy ustnej jest niewystarcza-
jaca. Programy Europejskie, ktére w ostatnich latach-pemagaja propa-
gowac zachowania prozdrowotne oraz badania profilaktyczne w znacz-
nym stopniu mogg poprawic¢ statystyki wykrywalnosci nowotworéw
jamy ustnej we wczesnym stadium zaawansowania choroby, ale takze
standéw przedrakowych. Leczenie stanéw przedrakowych takich jak: li-
szaj czy leukoplakia w jamie ustnej moze sie przyezynié¢ do zmniejszenia
liczby chorych na raka jamy ustnej [17]. Uswiadomienie czynnikow ry-
zyka, takich jak tyton i alkohol wysokoprocentowy; ale takze czynnikéw
dietetycznych moze miec¢ znaczenie w profilaktyce tych nowotworéw.
Predyspozycje genetyczne mogg miec takze znaczenie w powstawaniu
nowotwordw jamy ustnej, gdyz nie wszyscy palacze czy alkoholicy zapa-
daja na nowotwory i nie wszyscy pacjenci z chorobg nowotworowa maja
takie natogi [18-21]. Celem omawianej pracy byto zbadanie, czy choroba
nowotworowa jamy ustnej ma-wptyw na zmiany statusu antyoksydacyj-
nego oraz czy wybrane czynniki ryzyka majg zwigzek z zachorowaniem
na nowotwor. Interpretujac wyniki uzyskane w toku pracy, stwierdzono,
Ze u 0s6b z rozpoznanym nowotworem jamy ustnej aktywnos$¢ dysmu-
tazy ponadtlenkowej jest znacznie wyzsza niz u oséb zdrowych. Ponadto
dowiedziono, ze niektére z wymienionych czynnikéw ryzyka majg wptyw
na zachorowanie na, ten rodzaj nowotworu. Z badan autoréw wynika
rowniez, iz pte€. meska jest bardziej narazona na zachorowalnos$¢ na ten
typ raka. Aktualny stan wiedzy pozwala stwierdzié, iz rozwdéj i funkcjono-
wanie roznych komérek mogg by¢ regulowane zaréwno przez formy en-
zymatyczne, jak/i nieenzymatyczne. Do takich form zaliczamy witaminy
oraz makro- i mikroelementy. W przysztosci moze to okazac sie skutecz-
n3 metoda zmniéjszania ryzyka zachorowania na nowotwory [14].

Dane literaturowe ostatnich lat dowodz3 istnienia zaleznosci pomie-
dzy oddziatywaniem reaktywnych form tlenu (RFT), a powstawaniem
niektérych choréb. Zielinska i wsp. w swojej pracy pokazali, iz aktywnos¢
SOD (U/gHb/100 ml) nie byta statystycznie znaczaca (2671.1+470.8 vs
2747:2£387.9; P>0,05) u 0séb z polipami nosa [22]. Karlidag i wsp. po-
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informowali, ze aktywno$¢ SOD oséb z nowotworami gtowy i szyi byta
nizsza u chorych niz w grupie kontrolnej. Inni autorzy udokumentowali
zwiazek izoenzymow SOD, SOD1(CuZnSOD) i SOD3 (zewnatrzkomor+
kowej dysmutazy ponadtlenkowej) w tkankach polipéw w-stosunku.do
tkanek kontrolnych oséb bez polipow [23].

Whioski
1. Aktywnosé¢ dysmutazy ponadtlenkowej w'grupie badanej jest
znacznie wyzsza niz w grupie kontrolne;j.
2. Ryzyko zachorowania na raka jamy ustnej wsrdd palaczy jest zde-
cydowanie wyzsze niz wéréd niepalacych.
3. Stwierdzono wieksze ryzyko zachorowalhoesci na ten rodzaj no-
wotworu wsréd mezczyzn.
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