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1. SANTRAUKA 

 

Autorius: Povilas Urbonas 

Darbo pavadinimas: MiR-200a ir miR-200b sąsajos su pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, 

ligos eiga 

Vadovė: j.m.d. Justina Bekampytė 

Darbas atliktas: Lietuvos sveikatos mokslų universiteto, Medicinos akademijos, Medicinos fakulteto 

Onkologijos institute (LSMU MA MF Onkologijos institutas) 

Tyrimo tikslas: Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčius pacientų, sergančių galvos ir kaklo 

navikais, grupėje bei įvertinti jų sąsajas su patomorfologinėmis naviko savybėmis bei ligos eiga. 

Tyrimo uždaviniai: 

1. Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčius pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, 

grupėje; 

2. Įvertinti miR-200a sąsajas su patomorfologinėmis naviko savybėmis bei ligos eiga; 

3. Įvertinti miR-200b sąsajas su patomorfologinėmis naviko savybėmis bei ligos eiga. 

Metodika: Tyrime dalyvavo 115 pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais. Tyrimo metu buvo tirti 

miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčiai pacientų navikinio ir šalia esančio audinio mėginiuose. 

Pokyčiams nustatyti buvo taikyta tikro laiko-polimerazės grandininė reakcija (TL-PGR). Rezultatų 

analizė atlikta naudojant „IBM SPSS Statistics 26.0” statistinį duomenų paketą.  

Rezultatai: Tyrimo rezultatai parodė, kad miR-200b raiška buvo reikšmingai sumažėjusi pacientų, 

kuriems diagnozės nustatymo metu buvo daugiau nei 63 metai (>63m), grupėje. Dviems pacientams 

raiška nebuvo nustatyta. Daugiau sąsajų tarp miR-200a, miR-200b ir naviko patomorfologinių savybių 

ar ligos eigos nebuvo rasta  

Išvados:    

1. Ištyrus 115 pacientų, nustatytas dominuojantis miR-200a ir miR-200b raiškos 

sumažėjimas pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, grupėje 

2. MiR-200a raiškos pokyčiai neturėjo reikšmingų sąsajų su galvos ir kaklo navikų 

patomorfologinėmis savybėmis bei ligos eiga. 

3. Pacientams, kuriems GKV diagnozuotas sulaukus daugiau negu 63 m., nustatyta 

statistiškai reikšmingai sumažėjusi miR-200b raiška. Daugiau sąsajų tarp miR-200b ir naviko 

patomorfologinių savybių ar ligos eigos nebuvo rasta. 
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2. SUMMARY 

 

Author: Povilas Urbonas 

Title: MiR-200a and miR-200b Association with Disease Course in Patients with Head and Neck 

Tumours 

Supervisor: j.m.d. Justina Bekampytė 

Work was done: Lithuanian University of Health Sciences, Academy of medicine, The Institute of 

Oncology of the Faculty of Medicine (LUHS MA MF Institute of oncology). 

Aim of the study: To determine the expression changes of miR-200a and miR-200b in patients with 

head and neck tumours and to assess their association with patomorphological characteristics, and 

disease course. 

Study objectives: 

1. To determine the changes in miR-200a and miR-200b expression in patients with head and neck 

tumours; 

2. To assess the association of miR-200a with tumour pathomorphological features, and disease 

course; 

3. To assess the association of miR-200b with tumour pathomorphological features, and disease 

course. 

Methods: 115 patients with head and neck tumours participated in the study. The study investigated 

changes in the expression of miR-200a and miR-200b in tumour and adjacent non-tumour tissue samples 

from the patients. Real-timepolymerase chain reaction (RT-PCR) was performed to detect the changes. 

Analysis of the results was performed using “IBM SPSS Statistics 26.0” statistical package. 

Results: The results showed that miR-200b expression was significantly reduced in the group of patients 

aged over 63 years (>63m) at diagnosis. In two patients, no expression was detected.  No further 

associations were found between miR-200a, miR-200b and tumour pathomorphology or disease course. 

Conclusions:    

1. In 115 patients, we observed a dominant decrease in miR- 200a and miR- 200b expression in 

head and neck tumours. 

2. Changes in miR-200a expression were not significantly associated with the pathomorphological 

characteristics of head and neck tumours and disease course. 

3. Patients diagnosed with head and neck cancer over 63 years of age had a statistically significant 

decrease in miR-200b expression. No further associations between miR-200b and tumour 

pathomorphology or disease course were found. 
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3. PADĖKA 
 

Nuoširdžiai dėkoju savo darbo vadovei Justinai Bekampytei už kantrybę ir visokeriopą 

pagalbą ruošiant šį magistro darbą. 
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4. INTERESŲ KONFLIKTAS 

 

Autoriui interesų konflikto nebuvo. 
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5. ETIKOS KOMITETO LEIDIMAS 

 

Leidimą tyrimui atlikti išdavė LSMU Bioetikos centras. Leidimo Nr. BEC-MF-01. Išdavimo 

data: 2022-04-28.  

Tyrimui atlikti taip pat gautas Kauno regioninio biomedicininių tyrimų etikos komiteto leidimas 

(protokolas Nr. BE-2-10 ir Nr. P1-BE-2-10/2014).  
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6. SANTRUMPOS 

 

GKV – Galvos ir kaklo vėžys 

miRNR – Mikroribonukleino rūgštis 

iRNR – informacinė RNR 

pri-miRNR – pirminis miRNR transkriptas (angl. primary miRNA transcripts ) 

DGCR8 – Di Džordžo sindromo kritinis regionas 8 (angl. DiGeorge syndrome critical region 8) 

XPO5– eksportinas-5 (angl. exportin-5) 

GTP – guanozino-5'-trifosfatazė (angl. guanosine triphosphate) 

Pre-miRNR – miRNR pirmtakas (angl. precursor-miRNA ) 

RISC – RNR sukeltas nutildymo kompleksas (angl. RNA-induced silencing complex) 

AGO – Argonautų šeimos baltymas (angl. argonaute family protein) 

PABPC – Poli A uodegą jungiantis baltymas (angl. polyadenylate-binding protein) 

DCP2 – iRNR “kepurę” šalinantis baltymas (angl. mRNA-decapping enzyme 2) 

XRN1 – egzoribonukleazė 1 (angl. exoribonuclease 1) 

EMT – epitelio-mezenchiminis perėjimas (angl. epithelial-to-mesenchymal transition) 

kDNR – kopijinė DNR 
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7. ĮVADAS 

 

Galvos ir kaklo vėžys (GKV) yra septintas pagal dažnumą vėžys pasaulyje. Kasmet 

diagnozuojama daugiau kaip 660 000 naujų atvejų ir 325 000 mirčių nuo šios ligos atvejų. Pasaulinės 

vėžio observatorijos (angl. the Global Cancer Observatory; GLOBOCAN) duomenimis, sergamumas 

galvos ir kaklo navikais vis didėja. Teigiama, kad iki 2030 m. šis rodiklis padidės 30 proc. Todėl ypač 

svarbu tirti šių navikų patogenezės procesus ir atrasti naujus biožymenis, kurie būtų naudingi ankstyvai 

galvos ir kaklo navikų diagnostikai, ligos prognozės vertinimui.  

Mikroribonukleino rūgštis  (mikroRNR, arba miRNR)  – tai 19-22 nukleotidų ilgio, mažos 

nekoduojančios RNR (angl. small noncoding RNA, ncRNR) molekulės, kurios kontroliuoja genų raišką 

potranskripciniame lygmenyje. Pastebėta, kad miRNR raiškos pokyčiai galimi daugelyje navikų – šios 

molekulės gali veikti kaip onkogenai arba naviką slopinantys genai. Todėl pakitusi miRNR raiška gali 

turėti įtakos navikų proliferacijai, progresavimui, metastazavimui, terapijos atsparumui. Dėl to šios 

molekulės yra puikus vėžio diagnostikos žymuo. Tyrimai rodo, kad miRNR molekulės yra svarbios 

galvos ir kaklo navikų susiformavimui, tačiau šių molekulių reikšmė ligos eigai dar nėra gerai ištirta. 

Šio baigiamojo magistro darbo metu tirsime miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčius pacientų, sergančių 

galvos ir kaklo navikais, grupėje bei įvertinsime jų sąsajas su patomorfologinėmis navikų savybėmis bei 

ligos eiga. Mūsų žiniomis, šių molekulių vaidmuo dar nėra gerai išaiškintas GKV.  
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8. DARBO TIKSLAS IR UŽDAVINIAI 

 

Tikslas: Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčius pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, 

grupėje bei įvertinti jų sąsajas su patomorfologinėmis naviko savybėmis bei ligos eiga. 

 

Uždaviniai: 

1. Nustatyti miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčius pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, 

grupėje; 

2. Įvertinti miR-200a sąsajas su patomorfologinėmis naviko savybėmis bei ligos eiga; 

3. Įvertinti miR-200b sąsajas su patomorfologinėmis naviko savybėmis bei ligos eiga.  



11 
 

9. LITERATŪROS APŽVALGA 

 

Mikroribonukleino rūgštis  (mikroRNR, arba miRNR)  – tai 19-22 nukleotidų ilgio, mažos 

nekoduojančios RNR (angl. small noncoding RNA, ncRNR) molekulės [1], kurios kontroliuoja genų 

raišką potranskripciniame lygmenyje. Pagal komplementarumo principą miRNR sąveikauja su 

informacine RNR (iRNR)-taikiniu bei sukelia šios molekulės suskaidymą arba baltymų transliacijos 

slopinimą. Tokiu būdu miRNR dalyvauja daugelio biologinių procesų, įskaitant ląstelių diferenciaciją, 

proliferaciją, metabolizmą, ląstelių ciklą ir apoptozę, reguliavime. Tyrimai rodo, kad viena miRNR gali 

sąveikauti su skirtingais iRNR-taikiniais, o vieną iRNR-taikinį gali veikti kelios skirtingos miRNR [2].  

Lin-4 buvo pirmoji miRNR atrasta 1993 m [3]. Nuo to laiko identifikuota daugybė miRNR. 

Remiantis „miRBase” duomenų bazės („miRBase v.22.1“) duomenimis, žmogaus organizme yra 

nustatytos 2654 subrendusios miRNR. Tyrimai rodo, kad miRNR raiškos profiliai gali skirtis tarp įvairių 

audinių ir ypač kinta ligų atveju, įskaitant vėžį. Dėl to šios molekulės turi didelį potencialą būti 

naudojamos kaip stebėjimo ir prognozavimo žymenys gydant vėžį, taip pat kaip potencialūs vėžio 

terapijos taikiniai [4–6]. 

 

 

9.1 MiRNR biogenezė 

 

Tik subrendusi miRNR yra funkciškai aktyvi. MiRNR biogenezė vyksta per kelių etapų procesą, 

kuris prasideda branduolyje ir tęsiasi citoplazmoje. Šis procesas gali vykti gali vykti dviem būdais – 

kanoniniu ir nekanoniniu [7]. 

 

 

9.1.1 MiRNR biogenezė kanoniniu keliu 

 

9.1.1.1 MiRNR apdorojimas branduolyje 

 

Kanoninis biogenezės kelias – tai pagrindinis kelias, kuriuo subręsta dauguma miRNR. MiRNR 

biogenezė prasideda nuo pirminio miRNR (angl. primary miRNA, pri-miRNR) transkripto sintezės.  Šį 

procesą vykdo nuo DNR priklausomos RNR polimerazės – RNR pol II arba RNR pol III [8]. Genai, nuo 

kurių  transkribuojama pri-miRNR, randami intergeniniuose (angl. intergenic) arba intrageniniuose 

(angl. intragenic) DNR regionuose. Intergeniniai genai  išsidėstę tarp genų, tuo tarpu intrageniniai genai 

yra įsiterpę į genus bei apima intronus arba egzonus [7] Po transkripcijos etapo pri-miRNR struktūra 

primena plaukų smeigtuką (1 paveiklas) ir gali būti apie1 kilobazės ilgio arba ilgesnė. Ši molekulė 3’ 
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gale turi poli-adenilinę (poli(A)) uodegą, o 5’ gale – „kepurės” struktūrą, kurios stabilizuoja pri-miRNR 

ir apsaugo ją nuo suskaidymo. Pri-miRNR sudaryta iš galinės kilpos, kamieno ir dviejų šoninių 

viengrandžių RNR kamieno gale [9,10]. Pirminiame miRNR transkripte taip pat yra išsidėsčiusios 

Drosha ir Dicer fermentų kirpimo vietos, kurios yra labai svarbios tolimesniam molekulės brendimui [9].   

Branduolyje pri-miRNR yra apdorojamos mikroprocesoriaus komplekso.  Mikroprocesoriaus 

kompleksą sudaro RNR jungiantis baltymas Di Džordžo sindromo kritinis regionas 8 (angl. Di George 

sindrome critical region 8, DGCR8) ir RNR kerpantis ribonukleazės III fermentas Drosha [6].  DGCR8 

sąveikauja su pri-miRNA ir nustato tikslią kirpimo vietą, o Drosha skelia pri-miRNA plaukų smeigtuko 

5´ ir 3´ atšakas. Sukuriamas miRNR pirmtakas (angl. miRNA precursor, pre-miRNR), turintis 3’ gale 

esančią 2 nt ilgio iškyšą. Po šio etapo susidaro trumpesnės plaukų segtuko struktūros, apie 60–70 nt ilgio 

pre-miRNR [9]. 

 

 

1 paveiklas. MiRNR struktūra (pri-miRNR –> pre-miRNR –> miRNR dukplesas)(adaptuota 

pagal[11] ) 

 

 

9.1.1.2 MiRNR apdorojimas citoplazmoje 

 

Pre-miRNR pernaša vyksta pro didelius baltyminius kanalus, įsiterpusius į branduolio membraną 
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– branduolio poras. Pre-miRNR patenka į citoplazmą, veikiant eksportino-5 (angl. exportin-5, XPO5) ir 

su RAS susijusio branduolinio baltymo guanozino-5'-trifosfatazės (angl. Ras-related nuclear protein 

guanosine-5'-triphosphatase, Ran-GTPase, Ran-GTPazės) kompleksui. Pre-miRNR pernaša prasideda, 

kai XPO5 atpažįsta pre-miRNR kamieno 3′iškyšą, po to kartu prisijungia tiek prie pre-miRNR, tiek 

prie GTP prisijungusio kofaktoriaus Ran, esančio branduolyje. Su XPO5 surišta pre-miRNR yra 

transportuojama iš branduolio, GTP hidrolizės metu pre-miRNR yra paleidžiama į citoplazmą [8,12]. 

Citoplazmoje galinę pre-miRNR kilpą skelia RNazės III endonukleazė Dicer – fermentas, kuris atpažįsta 

2 nt pre-miRNR plaukų smeigtuko iškyšą ir nukerpa kilpos struktūrą, taip sukurdamas 22 nt miRNR 

dupleksą. MiRNR dupleksas yra įtraukiamas į daugiabaltyminį RNR sukelto nutildymo kompleksą (angl. 

RNA-induced silencing complex, RISC). RISC naudoja miRNR kaip šabloną papildomoms iRNR 

atpažinti. RISC kompleksą sudaro argonautų (AGO) pošeimio baltymai, iš kurių pagrindinis reguliavimo 

elementas yra AGO2 baltymas, padedantis miRNR prisijungti prie taikininės iRNR ir pasižymintis 

endonukleaziniu aktyvumu. AGO baltymai yra  RNR jungiantys baltymai, kurie ląstelėse susieja miRNR 

biogenezę su jų fiziologiniu veikimu [13,14]. AGO baltymai yra atsakingi už dvigubos grandinės 

miRNR įkėlimą į RISC ir subrendusios miRNR grandinės atranką. Remiantis termodinaminiu 5' galo 

stabilumu, viena grandinė tampa vedančiaja grandine (angl. guiding strand), o kita grandinė, vadinama 

keleivine grandine (angl. passenger strand), yra pašalinama ir degraduojama. Duplekso grandinė su 

mažesniu termodinaminiu stabilumu tampa vedančiąja grandine [2,15]. Po miRNR duplekso 

išvyniojimo viena grandinė yra paliekama ir įtraukiama į funkcinį miRNR sukelto slopinimo kompleksą 

(angl. microRNA-induced silencing complex, miRISC), kita grandinė disocijuoja. MiRNR nukreipia 

miRISC į tikslinę iRNR ir sutrikdo jos raišką (2 paveikslas) [2]. 

 

 

2 paveiklas. MiRNR kanoninio kelio etapai (adaptuota pagal [16]) 
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9.1.2 MiRNR biogenezė ne kanoniniu keliu 

 

Nustatyta, kad kai kurios miRNR susidaro alternatyviu biogenezės keliu ir yra vadinamos 

nekanoninėmis miRNR. Ne kanoninę miRNR biogenezę galima suskirstyti į nuo Drosha/DGCR8 

nepriklausomus, nuo Dicer nepriklausomus ir nuo Drosha/DGCR8 ir Dicer nepriklausomus kelius. 

Intronai gali koduoti atskirą pri-miRNR klasę, kuri apdorojama nuo Drosha/DGCR8 nepriklausomu 

keliu. Ši pri-miRNR klasė, vadinama mirtronais (angl. mirtrons). Pirminio miRNR transkripto sintezės 

metu vyksta splaisingas [8], todėl gauti transkriptai yra per trumpi, kad galėtų būti apdorojami 

Drosha/DGCR8 komplekso, juos apdoroja kitas fermentas DBR1 (angl. debranching enzyme 1, DBR1), 

kurio pagalba sukuriama pre-miRNR [17]. Taip pat yra nuo Drosha/DGCR8 priklausomas, bet nuo Dicer 

nepriklausomas kelias. Vienintelė šiuo metu žinoma miRNR, kurios biogenezė vyksta šiuo keliu yra 

miRNR-451. Kaip ir kanoninio kelio būdu pri-miRNR apdorojama Drosha/DGCR8, tačiau susidaro 

trumpesnė pre-miRNR nei kanoninio kelio metu. Ši pre-miRNR yra per trumpa, kad būtu kerpama Dicer. 

Trumpos pre-miRNR yra įkeliamos į RISC kompleksą ir yra apdorojamos AGO2 baltymo, kad taptų 

brandžia miRNR [18,19]. Taip pat atrastas ir nuo Drosha/DGCR8 ir nuo Dicer nepriklausomas kelias, 

kurio metu neapdorota, trumpa miRNR patenka į AGO ir atlieka miRNR funkcijas. Ši pri-miRNR klasė 

vadinama agotronais (angl. agotrons). Visgi, šių molekulių biogenezė dar nėra gerai suprantama [20,21]. 

 

 

9.2 MiRNR veikimo mechanizmas 

 

MiRISC kompleksas slopina genų raišką. Subrendusi miRNR turi „pamatinę“ (angl. seed) seką, 

kuri visiškai arba dalinai komplementariai jungiasi su iRNR-taikinio sekomis, esančiomis 3‘-

netransliuojamo regione (angl. 3' untranslatedregion, 3‘UTR). MiRNR komplementarumo principu taip 

pat gali jungtis prie sekų, esančių 5' netransliuojamoje srityje (angl. 5' untranslated region, 5' UTR) bei 

transliuojamuose iRNR srityse (angl. coding sequences, CDS) [22,23].  Visgi, sąveika tarp miRNR ir 3' 

galo yra dažnesnė, nes šios sekos atlieka svarbų vaidmenį mRNR metabolizme, kontroliuoja mRNR 

stabilumą [7,22,24]. Genų raiškos reguliavimo  mechanizmas priklauso nuo to, ar komplementarumas 

tarp miRNR ir iRNR-taikinio sekų yra tobulas, ar ne. Esant tobulam miRNR-iRNR bazių porų 

komplementarumui, aktyvuojamas AGO2 baltymų endonukleazinis aktyvumas ir iRNR suskaidoma. 

Esant netobulam bazių porų komplementarumui yra slopinama transliacija, iRNR negali būti prijungta 

prie ribosomų (3 paveikslas) [25].  
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3 paveikslas. MiRNR ir iRNR-taikinio sąveika pagal komplementarumo principą 

(Adaptuota pagal [25]) 

 

 

9.3 MiRNR sąsajos su vėžiu 

 

9.3.1 MiRNR tipai vėžio atvejais 

 

Tyrimai rodo, kad miRNR ypač svarbios navikų patogenezės procesuose [25]. Priklausomai nuo 

miRNR funkcijos navikų vystymuisi, jos skirstomos į: naviką slopinančias miRNR (slopinančias 

onkogenų arba genų, sukeliančių apoptozę, raišką) ir onkogenines miRNR (aktyvinančias onkogenezę 

arba slopinančias onkogenezę slopinančių genų raišką) [26]. Įprastai, tarp šių miRNR tipų vyrauja 

pusiausvyra, dėl kurios ląstelės išlieka normalios morfologijos, išlaikomas įprastas ląstelių dauginimosi 

greitis[1].  

Identifikuota daugybė naviką slopinančių (9.3.1 skyrelis) ir onkogeninių (9.3.2 skyrelis) miRNR, 

kurios dalyvauja kancerogenezės procesuose. Visgi, dar ne visų miRNR reikšmė yra ištirta įvairių 

vėžinių susirgimų atveju, todėl tai skatina ir toliau ieškoti naujų miRNR, tirti jų funkcijas bei nustatyti 

galimą kaip biožymenų panaudojimą.  

 

 

9.3.1.1 Naviką slopinančios miRNR 

 

MiR-15 ir miR-16. Tai pirmosios miRNR tarp kurių nustatyta sąsaja tarp miRNR ir vėžio. 

Nustatyta, kad jų raiška sumažėja sergant lėtine limfocitinė leukemija [27]. Taip pat šios molekulės 

siejamos su prostatos vėžiu ir daugybine mieloma [28,29]. MiR-15 ir miR-16 reguliuoja fibroblastų 
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augimo veiksnio 2 (angl. fibroblast growth factor 2, Fgf-2) veiklą, kuris veikia tiek stromos, tiek naviko 

ląsteles ir skatina vėžio ląstelių išgyvenamumą, proliferaciją ir migraciją, aktyvumą [30]. 

Let-7 šeima.  Let-7 šeimai priklausančios miRNR dalyvauja naviko kamieninių ląstelių, kolonijų 

formavimosi, proliferacijos, diferenciacijos slopinimo procesuose. Šių miRNR sumažėjimas sukelia 

onkogeno RAS, kuris prisideda prie keleto tipų žmogaus navikų patogenezės, padidėjusią raišką [30,31].  

MiR-34 šeima. Šios šeimos miRNR susijusios su storosios ir tiesiosios žarnos [32], prostatos 

[33], krūties [34] ir kepenų navikais [35]. Šios molekulės slopina naviko progresavimą veikdamos 

sinergistiškai su navikus slopinančiu baltymu p53 [36].  

 

 

9.3.1.2 Onkogeninės miRNR 

 

 MiR-155. Šios molekulės raiška žymiai labiau išreikšta lyginant su sveikais audiniais, krūties 

[37], storosios žarnos [38], kasos [39], skydliaukės [40] ir plaučių navikuose [41], kur ji laikoma blogos 

prognozės žymeniu [42]. miR-155 kontroliuoja T ląstelių funkciją ir reguliuoja B ląstelių proliferaciją, 

antikūnų gamybą. Didelė miR-155 raiška prisideda prie B ląstelių piktybinių navikų ir autoimuninių ligų 

atsiradimo bei progresavimo [30,43]. 

 MiR-222 ir miR-221. Šių molekulių raiška būna padidėjusi įvairiuose solidiniuose navikuose, 

įskaitant kepenų [44], krūties [45], skydliaukės [46] ir odos navikus [30]. Manoma, kad miR-221/222 

veikia kaip onkogenai, nes slopina daugelį navikus slopinančių veiksnių, įskaitant navikus slopinančius 

baltymus nuo ciklino priklausomos kinazės 1B inhibitorių (angl. cyclin-dependent kinase inhibitor 1B, 

CDKN1B), fosfatazės ir tenzino homologo baltymą (angl. phosphatase and tensin homolog, PTEN) ir 

metaloproteinazę-3 inhibuojantį baltymą (angl. Tissue Inhibito rof Metalloproteinases-3, TIMP3) 

[30,47]. 

 

 

9.3.2 Sutrikusi miRNR raiška ir jos vaidmuo navikiniuose procesuose 

 

Sutrikus miRNR raiškos balansui padidėja tikimybė susirgti vėžiniais susirgimais. Onkogeninių 

miRNR padidėjusi raiška sumažina naviką slopinančių baltymų raišką, o naviką slopinančių miRNR 

raiškos sumažėjimas lemia aktyvesnę onkogeninių baltymų gamybą. Esant naviką slopinančių miRNR 

mutacijoms, sutrinka naviką slopinančių miRNR poveikis onkogeninėms iRNR, todėl nėra stabdoma 

onkogeninių baltymų transliacija, skatinama tumorogenezė. Esant onkogeninių miRNR mutacijoms, 

sutrinka onkogeninių miRNR poveikis naviką slopinančioms iRNR, todėl yra aktyviau stabdoma 

onkogeninių baltymų transliacija, slopinama tumorogenezė (4 paveikslas)[48,49].  
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4 paveikslas. MiRNR vaidmuo navikų kancerogenezėje (Adaptuota pagal: [49]) 

 

Šie raiškos pokyčiai dažniausiai yra siejami su miRNR koduojančių genų lokalizacija. 

Nustatyta, kad miRNR genai gali būti išsidėstę nestabiliose arba su vėžiu susijusiose genomo srityse, o 

šių genų mutacijos ar kiti pakitimai lemia miRNR raiškos pokyčius [50]. Išskiriami keli skirtingi 

pakitusios miRNR raiškos mechanizmai: genetiniai pokyčiai, epigenetinis reguliavimas, miRNR 

biogenezės sutrikimai [51].  

 

 

9.3.2.1 Genetiniai pokyčiai 

 

Vieno nukleotido polimorfizmai (VNP) yra vieni iš labiausiai paplitusių genetinių pokyčių  

žmogaus organizme. Tai yra  DNR sekos variantai, kuriems būdingas vieno nukleotido pokytis. MiRNR 

genų VNP gali reikšmingai paveikti miRNR raiškos lygmenį bei funkcijas ir tokiu būdu sąlygoti 

patologinius procesus. Polimorfizmai, esantys miRNR „pamatinėje“ sekoje, gali turėti įtakos jos 

komplementarumui su tiksliniais genais ir lemti miRNR-iRNR sąveikos pokyčius, kurie gali paskatinti 

miRNR-iRNR specifinį jungimąsi arba slopinti miRNR raišką ir funkcijas. Priklausomai nuo to, kokia 
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miRNR paveikiama, tai gali skatinti arba slopinti onkologinius procesus [51,52]. 

 

 

9.3.2.2 Epigenetinio reguliavimas 

 

MiRNR raiška gali būti reguliuojama epigenetinių modifikacijų metu, pvz., vykstant DNR 

metilinimui, histonų modifikacijoms. CpG salos yra DNR metilinimo sritys, esančios genų 

promotoriuose, kurie reguliuoja genų raišką. MiRNR promotoriaus CpG salų metilinimas keičia miRNR 

raiškos lygį – esant hipermetilinimui miRNR raiška mažėja, tuo tarpu, hipometilinimo metu raiška didėja 

[53,54]. Histonų modifikacijos, kurios apima jų metilinimą ir acetilinimą, taip pat gali aktyvuoti arba 

slopinti miRNR raišką [55].  

 

 

9.3.2.3 MiRNR biogenezės sutrikimai 

 

Mutacijos, sutrikdančios, bet kurio miRNR biogenezėje veikiančio baltymo funkciją, gali 

nulemti miRNR raiškos pokučius ir tokiu būdu sąlygoti navikinį procesą. Pavyzdžiui, sumažėjusi Drosha 

raiška buvo nustatyta įvairiuose navikuose, pvz. šviesiųjų ląstelių inkstų karcinoma [56].  Taip pat 

sumažėjusi Dicer raiška skatina navikinių ląstelių augimą ir migraciją, o  Ago2 buvo išplitęs įvairiuose 

navikuose, kuriuose onkogeninės miRNR veikia slopindamos savo taikinius [57].  

 

 

9.4 Galvos ir kaklo navikai 

 

9.4.1 Paplitimas ir klinikinė išraiška 

 

 Galvos ir kaklo vėžys (GKV) yra septintas pagal dažnumą vėžys pasaulyje. Kasmet 

diagnozuojama daugiau kaip 660 000 naujų atvejų ir 325 000 mirčių nuo šios ligos atvejų (5 paveiklas). 

Apie 90 % (GKV) yra plokščialąstelinė karcinoma, atsirandanti iš burnos, nosies ir sinusų ertmių, ryklės, 

gerklų [58]. Pasaulinės vėžio observatorijos (angl. Global Cancer Observatory, GLOBOCAN) 

duomenimis, sergamumas galvos ir kaklo navikais didėja ir iki 2030 m. padidės 30 proc.[59]. GKV 

priklausomai nuo lokalizacijos būdinga skirtinga epidemiologija, etiologija ir gydymas [60]. Tačiau 

nepaisant vėžio gydymo pažangos, bendras pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, penkerių metų 

išgyvenamumas yra tik 40-50 proc.  
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5 paveikslas. Galvos ir kaklo navikų paplitimas (adaptuota pagal: [58]) 

 

 

9.4.2 Simptomai 

 

GKV yra heterogeniška viršutinių kvėpavimo takų piktybinių navikų grupė. Anatominės ribos 

skiria konkrečios vietos vėžį: burnos ertmės ir lūpos, ryklės, gerklų, nosies ertmės ir paranazalinių sinusų 

ir seilių liaukų (6 paveikslas). Dažniausi GKV simptomai: disfagija (apsunkintas ryjimas), otalgija (ausų 

skausmas), gleivinės pažeidimai ir išopėjimas, burnos skausmas, svorio kritimas, neaiškūs kaklo dariniai 

[61,62]. Didžioji dalis pacientų pajaučia simptomus jau ligai pažengus. Iki 50 % burnos vėžio atvejų 

diagnozuojama pažengusios stadijos (III ir IV stadijos), nes dauguma pacientų ankstyvosiose stadijose 

nejaučia simptomų ir nesikreipia į gydytoją, kol nepasireiškia aiškūs simptomai, pavyzdžiui, skausmas, 

kraujavimas arba masė burnoje ar kakle, jei jau yra išplitimas į limfmazgius [63]. 
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6 paveikslas. Pagrindinės galvos ir kaklo navikų anatominės sritys (Adaptuota pagal: [64]) 

 

 

9.4.3 Rizikos veiksniai 

 

GKV gali sukelti daugelis veiksnių. Dažniausi veiksniai yra genetinis polinkis sirgti GKV, 

aplinkos veiksniai, cheminiai kancerogenai, gausus alkoholio vartojimas [65]. Veiksnių reikšmė 

priklauso nuo naviko lokalizacijos. Pavyzdžiui, pagrindiniai ryklės GKV rizikos veiksniai yra Epstein-

Barr viruso infekcija, žmogaus papilomos viruso infekcija, gastroezofaginisrefliuksas, alkoholio 

vartojimas, rūkymas [66–68]. Pagrindiniai gerklų GKV rizikos veiksniai yra alkoholio vartojimas, 

rūkymas bei toksiškų medžiagų, tokių kaip asbestas ir sieros rūgštis, poveikis [69,70].  

 

 

9.4.4 MiRNR sąsaja su galvos ir kaklo navikais 

 

MiRNR daro įtaką GKV eigai: progresavimui, metastazavimui, išgyvenamumui. Daugelyje 

tyrimų  miRNR buvo tiriamos kaip galimi terapiniai taikiniai ir biožymenys, galintys pagerinti gydymą 

ir ligos išeitis [71]. Jų kiekis gali būti matuojamas biologiniuose skysčiuose, įskaitant serumą, plazmą ir 

seiles, todėl galima greitai gauti rezultatus ir atlikti pakartotinę analizę gydymo efektyvumui įvertinti 

[72]. Tyrimai rodo, jog pakitusios raiškos miRNR turi įtakos ligos progresavimui [73]. Labiausiai ištirta 
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miRNR klinikiniam taikymui yra miR-21. Jos per didelė raiška buvo susijusi su padidėjusia galvos ir 

kaklo navikų metastazių tikimybe ir mažesniu išgyvenamumu [74]. Taip pat žinoma, kad daugelio 

miRNR pakitimai, tokių kaip, miR-200c gali didinti naviko rezistentiškumą gydymui [75]. Nustatyta, 

kad sumažėjusi miR-34a raiška gali būti naviko ląstelių proliferacijos  bei angiogenezės priežastis [76].  

 

 

9.4.5 MiR- 200a ir miR- 200b sąsaja su galvos ir kaklo navikais 

 

MiR-200 šeima yra viena iš labiausiai ištirtų miRNR grupių. Vieni iš šios šeimos atstovų yra 

miR-200a ir 200b. Šios miRNR vėžinių susirgimų metu dažniausiai veikia kaip naviko slopintojos [40]. 

Jos yra koduojamos 1 chromosomoje ir turi pamatinę seką AAUACUG (7 paveiklas) [77,78].  

 

 

7 paveikslas. MiR-200a ir miR-200b vieta chromosomoje (Adaptuota pagal: [79] ). 

 

 Tyrimai rodo, jog jų veikimas pasireiškia vėžio metastazavimo pokyčiais, 

chemorezistentiškumo mažinimu ir vėžinių ląstelių dauginimosi slopinimu, ląstelių virtimo į vėžines 

ląsteles slopinimu, epitelinio audinio virtimą į mezenchiminį (angl. epithelial to mesenchymal transition, 

EMT) [77,80,81]. Remiantis tokiomis sąvybėmis šie du miR-200 šeimos atstovai gali būti potencialūs 

taikiniai vėžio diagnostikoje ir terapijoje. Viena iš pagrindinių miR-200 funkcijų yra poveikis svarbiam 

vėžio vystymosi etapui, epitelinio audinio virtimui į mezenchiminį. EMT metu epitelinės ląstelės 

praranda apiko-bazinį poliškumą ir tampa mažiau tarpusavyje sukibusios, todėl padidėja jų migraciniai 

gebėjimai. Vėžio atvejais tai didina ląstelių invazyvumą ir metastazių tikimybę [43]. Šiame procese 

dalyvauja transkripcijos faktoriai, „cinko pirštų“ E-dėžutės prijungiantis baltymas 1 ir 2 (angl.  Zinc 

finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1) and zinc finger E-box binding homeobox 2 (ZEB2)).  

 Tyrimai rodo, jog miR-200 šeima yra esminis EMT reguliatorius, veikiantis ZEB1 ir ZEB2 per 

tiesioginę sąveiką su jų iRNR 3′UTR. Sumažindama ZEB1 ir ZEB2 raišką, miR-200 šeima reguliuoja 

ląstelės E-kadherino kiekį ir palaiko į epitelį panašesnę ląstelės būseną [43]. 
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MiR-200 šeima neigiamai veikia įvairių vėžio rūšių, įskaitant GKV EMT progresavimą, 

kontroliuodama transkripcijos faktorių ZEB1 ir ZEB2 raišką. Tyrimai rodo, kad miR-200 yra 

perspektyvūs GKV diagnostikos žymenys [82]. Pavyzdžiui, viename tyrime nustatyta, kad miR-200a 

kiekis burnos plokščiųjų ląstelių karcinoma sergančių pacientų seilių mėginiuose būna daug mažesnis 

nei pacientų po radioterapijos [83]. MiR-200b tyrimuose atrasta, kad ši molekulė stabdo vėžinių ląstelių 

augimą ir migraciją ir jos raiška reikšmingai mažesnė nazofaringine karcinoma sergančių pacientų 

nosiaryklės audiniuose [84] 

Visgi, duomenų apie specifinius miRNR raiškos požymius galvos ir kaklo navikų klinikiniuose 

mėginiuose yra nedaug. Todėl ateityje būtina nustatyti galimas sąsajas tarp miRNR raiškos ir klinikinių 

veiksnių, pvz. naviko stadijos, metastazių buvimo ir prognozės analizuojant didesnį GKV atvejų skaičių 

[85,86].  
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10. METODIKA 

 

10.1. Tiriamoji grupė ir objektas 

 

 Tiriamoji grupė: į tyrimą buvo įtraukti pacientai, sergantys galvos ir kaklo navikais (n = 115). 

Pacientų mėginiai (navikinis ir šalia esantis audiniai) buvo surinkti nuo 2016 m. iki 2020 m. LSMU 

Kauno klinikose, laikomi - Onkologijos instituto biobanke. Tyrimams atlikti gautas raštiškas pacientų 

sutikimas. Pacientų amžius diagnozės metu, patomorfologinės navikų savybės (T, N, M, progreso ir 

mirties faktai) buvo surinkti iš medicininių kortelių su gydytojų otorinolaringologų pagalba. Įtraukimo 

kriterijai: pacientai su patvirtinta GKV diagnoze, išsami medicininė istorija. Neįtraukimo kriterijai: 

gretutinės ligos, nepatvirtinta diagnozė, medicininių duomenų trūkumas. BMD tyrimui atlikti gautas 

bioetikos leidimas Nr. BEC-MF-01. Tyrimui atlikti taip pat gautas Kauno regioninio biomedicininių 

tyrimų etikos komiteto leidimas (protokolas Nr. BE-2-10 ir Nr. P1-BE-2-10/2014). 

 

Tiriamasis objektas: tyrimo metu buvo tirti miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčiai pacientų 

navikinio ir šalia esančio audinio mėginiuose bei jų sąsaja su naviko savybėmis, ligos eiga. Tyrimai rodo, 

kad šios miRNR yra svarbios kancerogenezės procesuose, tačiau vis dar trūksta duomenų apie jų reikšmę 

GKV.  

 

 

10.2. Tyrimo metodai ir eiga 

 

Tyrimo metodai: miR-200a ir miR-200b raiškos pokyčių įvertinimui taikytas tikro laiko-PGR 

(TL-PGR) metodas. Tai metodas, kurio metu PGR  ir pagausinto produkto nustatymas vyksta vienu metu. 

Susidarančio produkto kiekis esamu laiku matuojamas naudojant fluorescuojančius žymenis. PGR metu 

stebimas fluorescencijos lygis, kuris didėja susidarant didesniam produktų kiekiui. Dažniausiai 

naudojami TL-PGR metodai paremti žymenų, komplementarių pagausintų produktų sekos fragmentui ir 

termostabilių DNR polimerazių 5‘ egzonukleazinio aktyvumo, hidrolize. Hidrolizės žymenų nustatymo 

sistemose naudojami du kartus žymėti fluorescuojantys oligonukleotidų žymenys. Prie žymens 5‘ galo 

yra chemiškai prijungtas fluorescentinis žymuo, vadinamas „reporteriu“. To paties žymens 3‘ gale 

prijungtas žymuo vadinamas „slopintoju“. Kol žymuo reakcijos mišinyje laisvas, fluorescencijos signalo 

nebūna dėl labai mažo atstumo tarp „reporterio“ ir „slopintojo“. PGR metu šis žymuo specifiškai jungiasi 

su gausinamos sekos fragmentu. DNR sekos sintezės metu šis žymuo yra skaldomas termostabilios DNR 

polimerazės 5‘ nukleazinio aktyvumo pagalba. Nuskėlus „reporterio“ žymenį, prasideda fluorescencija. 
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„Reporteris“ atskeliamas nuo žymens kiekvieno gausinimo ciklo metu, todėl fluorescencija didėja 

kiekviename cikle. Prietaiso sekos nustatymo sistema registruoja fluorescenciją PGR metu (8 paveiklas).  

 

 

8 pav. TL-PGR metodo mechanizmas, D- Žymuo „Reporteris“, Q- Žymuo 

„slopintojas“ (Adaptuota pagal:(87) ) 

 

Tyrimo eiga:  

1 etapas: šio etapo metu iš pacientų navikinio ir šalia esančio audinio mėginių buvo išskirta 

visuminė RNR, naudojant „AllPrep DNA/RNA/miRNA Universal Kit“ reagentų rinkinį (Qiagen) pagal 

gamintojo rekomendacijas. Visų mėginių koncentracija buvo suvienodinta iki 5 ug/ul. 

2 etapas: naudojant „TaqMan® Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit“ (Thermo Fisher 

Scientific, JAV) reagentų rinkinį pagal gamintojo rekomendacijas atliktas kopijinės DNR gavimas.  

 

1-2 etapo metu paruošti kDNR mėginiai buvo naudojami trečiajame etape. Kadangi šie mėginiai jau 

buvo išskirti anksčiau, BMD metu atliktas tik trečiasis etapas – genų raiškos tyrimai.  



25 
 

3 etapas: TL-PGR  atliktas naudojant „TaqMan® Fast Advanced Master Mix“ (Thermo Fisher 

Scientific, JAV), „TaqMan® Advanced miRNA Assay“ (Thermo Fisher Scientific, JAV) bei  H2O be 

nukleazių. Pirmoje lentelėje pateikti reagentų kiekiai reikalingi vienai reakcijai.  

 

1 lentelė. Reagentų kiekis reikalingas vienai reakcijai 

Reagentas Naudojamas tūris vienai reakcijai 

„TaqMan®  FastAdvancedMasterMix“ 10 µL 

„TaqMan® AdvancedmiRNAAssay“ 1 µL 

H2O be nukleazių 4 µL 

 

PGR reakcijos mišiniui naudojami reagentai pirmiausia atšildomi, vėliau sumaišomi ir 

nucentrifiguojami. Reakcijos mišinys ruošiamas į 1,5 mL mėgintuvėlį, sumaišomas bei 

centrifuguojamas. Paruošiama 96 šulinėlių plokštelė, kurioje vyks reakcijos. PGR reakcijos mišinys yra 

išpilstomas į šulinėlius, po to į kiekvieną šulinėlį su PGR reakcijos mišiniu įpilama 5µL kDNR.  

Į plokštelę pilama po 3 pakartojimus.  

Reakcijos plokštelė su paruoštais mėginiais uždengiama lipniu dangteliu ir trumpai 

centrifuguojama, kad turinys nusėstų šulinėlių dugne. Plokštelė įkeliama į  “ QuantStudio™ 3” 

(ThermoFisherScientific, JAV) termociklerį ir parenkami eksperimento nustatymai (2 lentelė): 

 

2 lentelė. TL-PGR reakcijos programa 

Etapas Temperatūra Laikas Ciklų skaičius 

Fermento aktyvinimas 95°C 20 sekundžių 1 

Denatūravimas 95°C 1 sekundė 40 

Ilginimas 60°C 20 sekundžių 40 

 

Santykiniai miRNR raiškos pokyčiai apskaičiuojami ΔΔCT metodu. Žemiau pateikta formulė 

bei jos paaiškinimai: 

ΔΔCT = (CT(K) – CT(P))referentinio geno – (CT(K) – CT(P)) tiriamojo geno 

 

CT yra ciklo numeris, kurio metu fluorescencija pasiekia slenkstinę ribą; (CT(K) – CT(P)) = ΔCT yra 

tiriamojo geno raiškos lygis, palyginti su referentiniu genu, ΔΔCT yra tiriamojo geno ir referentinio 

geno ΔCT skirtumas: 

n = 2-ΔΔC
T; 
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, kur n – genų raiškos pokytis (kartais); CT(K) – kontrolinio mėginio ribinio ciklo vertė; CT(P) – tiriamojo 

poveikio mėginio ribinio ciklo vertė. 

 

Statistinė analizė 

 

Statistiniam rezultatų apdorojimui naudota kompiuterinė programa „SPSS Statistics V26”. 

Atlikta kiekybinė ir kokybinė analizė. Kiekybinės analizės metu naudojant Kolmogorov-Smirnov testą, 

įvertintas duomenų pasiskirstymas grupėse pagal normalųjį skirstinį. Skirtumai tarp grupių vertinti 

taikant Student‘s T testą (kai duomenys pasiskirstę pagal Normalųjų skirstinį) arba Mann–Whitney U 

testas (kai duomenys pasiskirstę ne pagal Normalųjų skirstinį). P reikšmė lygi arba mažesnė už kritinį 

lygmenį (p ≤ 0,05) parodė statistiškai reikšmingą skirtumą tarp grupių. Kokybinės analizės metu 

santykinė miR-200a ir miR-200b raiška buvo suskirstyta į dvi grupes: pacientai, kuriems nustatyta 

sumažėjusi miRNR raiška (mažesnė už 1), ir pacientai, kuriems nustatyta padidėjusi miRNR raiška 

(didesnė už 1). Požymių pasiskirstymui tarp grupių vertinti naudotas Chi-square testas, o jų skirtumams 

įvertinti – dvinarė logistinė regresija. Išgyvenamumo analizė atlikta naudojant Kaplan-Meier testą ir Cox 

regresiją. P ≤ 0,05 laikyta statistiškai reikšminga.  
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11. REZULTATAI 

 

11.1 Patomorfologinių naviko savybių pasiskirstymas galvos ir kaklo navikais sergančių 

pacientų grupėje. 

 

Tyrime dalyvavo 115 pacientų. Tiriamųjų amžius svyravo nuo 31 iki 85 metų, amžiaus vidurkis 

– 63,10±0,963 m., mediana 62 m. 50,4% pacientų pagal TNM klasifikaciją diagnozuotas T1 arba T2 

lokalus naviko išplitimas, o 49,6% pacientams T3 arba T4 dydžio navikas. Didesnei pacientų daliai 

(60,9%) nebuvo nustatytas naviko plitimas į limfmazgius; didžioji dalis pacientų (96,5%) neturėjo 

nustatytų naviko metastazių. tirtų 87,8% navikų turėjo ląstelių diferencijacijos laipsnį G1 arba G2. Apie 

pusei pacientų (53,9%) diagnozuotas 3 arba 4 stadijos vėžys. 47,0% pacientų mirė, o 53,0% liko gyvi. 

Tirtų pacientų išgyvenamumo laikotarpis mėnesiais nuo 0 iki 70 mėnesių. Vidurkis - 18 mėnesių, 

mediana - 16 mėnesių. 3 lentelėje pateikiami pacientų duomenys. 

 

3 lentelė. Pacientų duomenys 

 

Savybė Kategorija Procentas (%) Skaičius (n) 

Amžius 
Amžius ≤ 63m 52% 60 

Amžius > 63m 47,8% 55 

Lokalus išplitimas 

(T) 

T1 ; T2 50,4% 58 

T3 ; T4 49,6% 57 

Išplitimas į 

limfmazgius (N) 

N0 60,9% 70 

N1 ; N2 ; N3 39,1% 45 

Metastazės (M) 
M0 96,5% 111 

M1 3,5% 4 

Ląstelių 

diferenciacijos 

laipsnis (G) 

G1 ; G2 87,8% 101 

G3 ; G4 12,2% 14 

Vėžio stadija(St) 
St1 ; St2 46,1% 53 

St3 ; St4 53,9% 62 

Mirtis 
Mirė 47,0% 54 

Išgyveno 53,0% 61 
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11.2 Kiekybinė analizė. 

 

11.2.1. MiR-200a raiškos pokyčių įvertinimas bei jų sąsaja su amžiumi diagnozės nustatymo 

metu ir patomorfologinėmis naviko savybėmis. 

 

MiR-200a raiškos pokyčių duomenys pagal Kolmogorov-Smirnov testą buvo pasiskirstę ne pagal 

Normalųjį skirstinį (p < 0,001), todėl skirtumams tarp dviejų grupių analizuoti taikytas Mann–Whitney 

U testas. Analizės metu nebuvo rasta statistiškai reikšmingų sąsajų tarp miR-200a raiškos pokyčių ir 

amžiaus diagnozės metu bei patomorfologinių naviko savybių (p > 0,05) (4 lentelė).  

 

4 lentelė. Sąsajos tarp miR-200a raiškos pokyčių ir amžiaus diagnozės metu bei patomorfologinių 

naviko savybių 

 

Savybės p 

T 0,823 

N 0,276 

M 0,359 

G 0,480 

Amžius 0,212 

Mirties faktas 0,725 

 

 

11.2.2. MiR-200b raiškos pokyčių įvertinimas bei jų sąsaja su amžiumi diagnozės nustatymo 

metu ir patomorfologinėmis naviko savybėmis. 

 

MiR-200b raiškos pokyčių duomenys pagal Kolmogorov-Smirnov testą buvo pasiskirstę ne pagal 

Normalųjį skirstinį (p < 0,001), todėl skirtumams tarp dviejų grupių analizuoti taikytas Mann–Whitney 

U testas. Analizės metu nebuvo rasta statistiškai reikšmingų sąsajų tarp miR-200b raiškos pokyčių ir 

patomorfologinių naviko savybių (p > 0,05). Analizės metu buvo rasta statistiškai reikšminga sąsaja tarp 

amžiaus diagnozės metu (p = 0,035) (5 lentelė).  
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5 lentelė. Sąsajos tarp miR-200b raiškos pokyčių ir amžiaus diagnozės metu bei patomorfologinių 

naviko savybių 

 

Savybės p 

T 0,376 

N 0,434 

M 0,238 

G 0,548 

Amžius 0,035 

Mirties faktas 0,602 

 

 

11.3 Kokybinė analizė 
 

Kadangi miRNR raiška nenavikiniame audinyje buvo prilyginta 1 (vienetui), kiekvienam 

pacientui įvertinta santykinė miR-200a ir miR-200b raiška navikiniame audinyje. Siekiant atlikti 

kokybinę analizę, pacientai buvo suskirstyti į dvi grupes – pacientai, kuriems būdinga padidėjusi miRNR 

raiška (santykinė miRNR didesnė už 1), arba pacientai, kuriems būdinga sumažėjusi miRNR raiška 

(santykinė miRNR raiška mažesnė už 1).  

 

 

11.3.1 MiR-200a raiškos pokyčių įvertinimas bei jų sąsaja su amžiumi diagnozės nustatymo metu 

ir patomorfologinėmis naviko savybėmis  

 

Tyrimo metu 44 pacientams (38,9%) nustatyta padidėjusi miR-200a raiška, tuo tarpu 69 

pacientams (61,1%) – sumažėjusi. MiR-200a raiškos pokyčių sąsaja su amžiumi diagnozės nustatymo 

metu ir patomorfologinėmis naviko savybėmis 7 lentelėje (Chi-square testas). Rezultatai neparodė 

statistiškai reikšmingo sąryšio su pacientų amžiumi diagnozės nustatymo metu, pirminio naviko dydžiu 

(T), limfmazgių įtraukimu (N), metastazėmis (M), diferenciacija (G), mirties faktu. Logistinės regresijos 

duomenys pateikti 6 lentelėje.  

 

 

 

 

 



30 
 

6 lentelė. MiR-200a logistinės regresijos duomenys 

 

 95% pasikliautinieji 

intervalai 

 B S.E. p Exp(B) Apatinė 

reikšmė 

Viršutinė 

reikšmė 

T -0,247 0,480 0,607 0,781 0,305 2,001 

N 0,557 0,507 0,272 1,745 0,646 4,713 

M -0,693 1,229 0,573 0,500 0,045 5,560 

G -0,761 0,718 0,289 0,467 0,114 1,907 

Amžius -0,506 0,405 0,212 0,603 0,308 1,795 

Mirties 

faktas 

-0,297 0,450 0,509 0,743 0,272 1,334 
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7 lentelė. Savybių pasiskirstymas esant sumažėjusiai arba padidėjusiai miRNR raiškai  

 

Savybė Sumažėjusi 

miR-200a-3p 

raiška 

Padidėjusi   

miR-200a-3p 

raiška 

p Sumažėjusi 

miR-200b-3p 

raiška 

Padidėjusi 

miR-200b-3p 

raiška 

p 

T1 arba T2 60,7% 

n=34 

39,3% 

n=22 

0,940 66,1% 

n=37 

33,9% 

n=19 

0,606 

T3 arba T4 61,4% 

n=35 

38,6% 

n=22 

61,4% 

n=35 

38,6% 

n=22 

N0 63,8% 

n=44 

36,2% 

n=25 

0,460 68,1% 

n=47 

31,9% 

n=22 

0,223 

N1;N2;N3 56,8% 

n=25 

43,2% 

n=19 

56,8% 

n=25 

43,2% 

n=19 

M0 60,6% 

n=66 

39,4% 

n=43 

0,561 63,3% 

n=69 

36,7% 

n=40 

0,633 

M1 75,0% 

n=3 

25,0% 

n=1 

75% 

n=3 

25% 

n=1 

G1 arba G2 58,6% 

n=58 

41,4% 

n=41 

0,151 61,6% 

n=61 

38,4% 

n=38 

0,217 

G3 arba G4 78,6% 

n=11 

21,4% 

n=3 

78,6% 

n=11 

21,4% 

n=3 

Mirė 65,4% 

n=34 

34,6% 

n=18 

0,384 67,3% 

n=35 

32,7% 

n=17 

0,464 

Išgyveno 57,4% 

n=35 

42,6% 

n=26 

60,7% 

n=37 

39,3% 

n=24 

Amžius 

≤63m 

54,2% 

n=32 

45,8% 

n=27 

0,120 52,5% 

n=31 

47,5% 

n=28 

0,010 

Amžius 

>63m 

68,5% 

n=37 

31,5% 

n=17 

75,9% 

n=41 

24,1% 

n=13 

 

 

11.3.2 MiR-200b raiškos pokyčių įvertinimas bei jų sąsaja su amžiumi diagnozės nustatymo metu 

ir patomorfologinėmis naviko savybėmis  

 

Tyrimo metu 41 pacientui (36,3%) nustatyta padidėjusi miR-200a raiška, o 72 pacientams 

(63,7%) raiška buvo sumažėjusi. MiR-200b raiškos pokyčių sąsaja su amžiumi diagnozės nustatymo 
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metu ir patomorfologinėmis naviko savybėmis 7 lentelėje (Chi-square testas). Rezultatai neparodė 

statistiškai reikšmingo ryšio su pirminio naviko dydžiu (T), limfmazgių įtraukimu (N), metastazėmis 

(M), diferenciacija (G), progreso ar mirties faktu. Tačiau stebėta statistiškai reikšminga sąsaja tarp miR-

200b raiškos pokyčių ir amžiaus diagnozės nustatymo metu (p=0.010) (5 lentelė). Logistinės regresijos 

analizės rezultatai (8 lentelė) parodė, kad pacientams, kuriems liga buvo diagnozuota vyresniame nei 63 

metai amžiuje (>63m) miR-200b raiška buvo reikšmingai sumažėjusi (p= 0,023; Exp(B)= 0,382).  

 

8 lentelė. MiR-200b logistinės regresijos duomenys 

 

 95% pasikliautinieji 

intervalai 

 B S.E. p Exp(B) Apatinė 

reikšmė 

Viršutinė 

reikšmė 

T -0,084 0,494 0,864 0,919 0,349 2,418 

N 0,665 0,522 0,202 1,945 0,700 5,410 

M -0,662 1,256 0,599 0,516 0,044 6,056 

G -0,487 0,732 0,505 0,614 0,146 2,577 

Amžius -0,961 0,423 0,023 0,382 0,167 0,877 

Mirties 

faktas 

-0,363 0,469 0,439 0,696 0,277 1,745 

 

 

11.3.3 MiR-200a ir miR-200b raiškos pokyčių sąsaja su ligos eiga 

 

Remiantis Kalpan-Meier analizės duomenimis, statistiškai reikšmingų sąsajų tarp miR-200a ar 

miR-200b ir bendro išgyvenamumo nebuvo rasta (Log rank p=0,243 (9 pav.), p=0,672 (10 pav.), 

atitinkamai). Cox regresinė analizė statistiškai reikšmingo skirtumo taip pat neparodė.  



33 
 

 

9 paveikslas. MiR- 200a sąsaja su pacientų išgyvenamumu

  

10 paveikslas. miR- 200b sąsaja su pacientų išgyvenamumu 
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9 lentelė. Cox regresinės analizės duomenys 

 

 95% pasikliautinieji 

intervalai 

 B S.E. p Exp(B) Apatinė 

reikšmė 

Viršutinė 

reikšmė 

miR-200a -0,366 0,323 0,257 0,693 0,368 1,306 

miR-200b 0,126 0,304 0,678 1,135 0,625 2,060 
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12. REZULTATŲ APTARIMAS 

 

Paskutiniu dešimtmečiu miRNR tyrimų kiekis išaugo, siekiant atrasti naujų galimybių vėžio 

diagnostikoje. Šis darbas atliktas žinant, kad daugybė kitų miRNR jau turi įrodytą koreliaciją su vėžio 

morfologinėmis savybėmis bei ligos eiga. Šio darbo metu pasirinktos dvi miRNR – miR-200a ir miR-

200b – ir nustatyti jų raiškos pokyčiai bei sąsajos su klinikinėmis ir morfologinėmis savybėmis, ligos 

eiga pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, grupėje.Tyrimai rodo, miR-200a ir miR-200b yra 

susijusios su prastesne ligos prognoze, metastazavimu, tačiau duomenų apie jų reikšmę GKV, mūsų 

žiniomis, vis dar trūksta. 

MiRNR raiškos pokyčiai tirti tikro laiko-polimerazinės grandininės reakcijos metodu pacientų 

navikiniuose ir šalia esančiuose audiniuose (n=115). Vienintelė šiame tyrime atrasta reikšminga sąsaja 

buvo tarp vyresnio pacientų amžiaus diagnozės nustatymo metu ir sumažėjusios miR-200b raiškos 

(p=0.010).  

Visgi, literatūros duomenimis yra nustatyta koreliacija ne tik su amžiumi. Pavydžiui, Cappellesso 

su bendraautoriais atliktame tyrime, kuriame dalyvavo 37 pacientai sergantys gerklų plokščialąsteline 

karcinoma, buvo atrasta, kad sumažėjusi miR-200a raiška yra statistiškai reikšmingai (p = 0.04) susijusi 

su ligos recidyvais [88].   Kitame Xia ir kolegų atliktame tyrime buvo rasta, kad nasofaringinės 

karcinomos ląstelės su mažesne miR-200a ekspresija turėjo aktyvesnę EMT, kas yra reikšmingai susijęs 

faktorius su naviko metastazėm [89]. Dar viename tyrime, kuriame buvo tiriamos kasos navikų 

kamieninės ląstelės, buvo rasta, kad didesnė miR-200a raiška mažina ląstelių migraciją [90]. Įdomu tai, 

kad kai kuriais vėžinių susirgimų atvejais miR-200a raiškos padidėjimas gali būti susijęs su prastesne 

ligos eiga. Tyrime apie miR-200a ir šlapimo pūslės vėžio sąsajas atrasta, kad didesnė miR-200a raiška 

susijusi su mažesniu Dicer fermento kiekiu ir tai didina navikinių ląstelių invaziją į aplinkinius audinius 

[91]. Tyrime apie miR-200a sąsajas su kiaušidžių vėžiu atrasta, kad didelė miR-200a raiška reikšmingai 

susijusi su naviką slopinančio geno protokadherino 9 (angl. Protocadherin 9, PCDH9) sumažėjusia 

raiška, o tai susiję su didesniu lokaliu išplitimu bei metastazėmis [92]. Sun ir kolegų atliktame tyrime, 

kuriame dalyvavo 80 burnos plokščialąsteline karcinoma sergantys ir 80 sveiki pacientai, buvo atrasta, 

kad statistiškai reikšmingai mažesnis išgyvenamumas pacientų su didesne miR-200b raiška, nei su 

žemesne miR-200b raiška (p=0.002) ir pacientų amžius neturėjo jokios reikšmingos koreliacijos su miR-

200b raiška [93]. Dar viename tyrime, kurį atliko Hudcova ir kolegos, buvo tirta miR-200b sąsaja su 

galvos ir kaklo navikų TNM klasifikacija ir buvo rasta reikšminga navikinių ląstelių infiltracija į 

limfmazgius audiniuose su žema miR-200b raiška (p=0.035), taip pat rasta, kad žema miR-200b raiška 

reikšmingai susijusi su prastesne naviko ląstelių diferenciacija (p=0.0001) [94]. Tyrime apie miR-200b 

sąsajas su prostatos navikais atrasta, kad didesnė miR-200b raiška susijusi su prislopinta naviko 

angiogeneze bei mažesne vėžinių ląstelių migracija [95]. MiR-200b sąsajų su krūties vėžiu tyrime rasta, 
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kad didesnė miR-200b raiška slopina onkogeno LIM domeno kinazės 1 (angl. LIM domainkinase 1, 

LIMK1) raišką ir taip mažinama galimybė vėžinėms ląstelėms metastazuoti [96]. Priešingus nei 

literatūroje panašių tyrimų rezultatus galėjo lemti per maža pacientų imtis. 
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13. IŠVADOS 

 

1. Ištyrus 115 pacientų, nustatytas dominuojantis miR-200a ir miR-200b raiškos sumažėjimas 

pacientų, sergančių galvos ir kaklo navikais, grupėje. 

2. MiR-200a raiškos pokyčiai neturėjo reikšmingų sąsajų su galvos ir kaklo navikų 

patomorfologinėmis savybėmis bei ligos eiga. 

3. Pacientams, kuriems GKV diagnozuotas sulaukus daugiau negu 63 m., nustatyta statistiškai 

reikšmingai sumažėjusi miR-200b raiška. Daugiau sąsajų tarp miR-200b ir naviko patomorfologinių 

savybių ar ligos eigos nebuvo rasta. 
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13. PRAKTINĖS REKOMENDACIJOS 

 

Šio tyrimo metu vienintelis nustatytas statistiškai reikšmingas miR-200b raiškos sumažėjimas 

tarp vyresnių pacientų. Remiantis užsienio literatūroje nurodytais duomenimis, galima teigti, jog visgi 

miR- 200a ir miR- 200b turi reikšmės. Atliktame tyrime pacientų imtis nebuvo pakankama. Norint 

įvertinti miR- 200a ir miR- 200b sąsają su galvos ir kaklo navikų morfologija ir ligos eiga reikėtų įtraukti 

daugiau tiriamųjų į eksperimentą – tokiu atveju būtų galima geriau suprasti, kokią įtaką šios miRNR turi 

navikų morfologijai ir ligos eigai.  
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