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2. Wstęp  

Rak płaskonabłonkowy krtani jest obecnie najczęstszym nowotworem okolicy głowy 

i szyi [1]. Typowo występuje on w populacji palących papierosy mężczyzn po 50 roku 

życia, z podstawowym wykształceniem i niskim statusem socjoekonomicznym. 

Obserwuje się  8- krotnie częstsze zachorowania wśród mężczyzn niż u kobiet. Rak 

krtani zajmuje 7 miejsce w grupie najczęściej rozpoznawanych nowotworów 

złośliwych w populacji męskiej. Współczynniki 5- letnich przeżyć i zgonów są również 

mniej korzystne w grupie mężczyzn [2,3]. Najnowsze wyniki badań wykazują, że poza 

typowym obrazem epidemiologicznym, coraz częściej rak krtani diagnozowany jest 

u pacjentów młodszych, poniżej 40 roku życia, nie palących, u których czynnikiem 

rozwoju nowotworu jest zakażenie wirusem brodawczaka typu ludzkiego HPV (ang. 

human papilloma virus) [4].  

Wybór metody leczenia raka krtani jest uwarunkowany wieloma czynnikami, do 

których należą: pierwotna lokalizacja guza, występowanie przerzutów odległych, 

złośliwość histologiczna guza, wiek pacjenta i jego stan ogólny, a także 

doświadczenie zespołu chirurgicznego w konkretnych technikach zabiegowych [5,6]. 

We wczesnych stadiach zaawansowania nowotworu (T1-2, N0, M0) stosuje się 

radioterapię i leczenie chirurgiczne, obejmujące częściową laryngektomię 

endoskopową lub laryngektomię z dostępu otwartego [6]. W rakach, o wyższym 

stopniu zaawansowania narządowego wykonuje się laryngektomię całkowitą [7,8]. 

W Polsce blisko 60% przypadków raka krtani jest diagnozowanych w stadium T3-4 i 

ok. 50 % pacjentów w tej grupie ma przerzuty do regionalnych węzłów chłonnych 

[9]. Brak objawów patognomonicznych raka krtani i późne rozpoznanie są 

czynnikiem znacznie ograniczającym wybór metody leczenia i jej skuteczności. 

Laryngektomia całkowita pozostaje nadal złotym standardem postępowania 

terapeutycznego [7,8]. Zabieg radykalny odbiera pacjentowi zdolność 

porozumiewania się za pomocą głosu, co ma negatywny wpływ na jakość życia ale 

także utrudnia jego pełen powrót do zdrowia [10,11]. Opracowanie metod wczesnej 

diagnostyki raka płaskonabłonkowego krtani, opartych na swoistych markerach 

związanych z kancerogenezą,  jest wyzwaniem stawianym przed współczesną 

onkologią. Ostatnie wyniki badań wskazują, że iryzyna, stosunkowo niedawno 
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odkryta adipomiokina, jest zaangażowana w procesy kancerogenezy wielu 

nowotworów, między innymi gruczołu tarczowego i płuc [12–14].  

Iryzyna (Ir) została opisana po raz pierwszy jako hormon uwalniany do krwi przez 

tkankę mięśniową pod wpływem wysiłku fizycznego. Ir powstaje z prohormonu 

FNDC5, który u ludzi kodowany jest przez gen FNDC5. Wzrost ekspresji białka 

błonowego FNDC5 i dalsze modyfikacje posttranslacyjne domeny 

zewnątrzkomórkowej prohormonu FNDC5, skutkują uwolnieniem Ir. Wydzielona Ir 

ulega dimeryzacji lub występuje w postaci homodimeru [15]. Dalsze badania 

wykazały, że ekspresję Ir zaobserwowano także w innych tkankach i narządach, 

takich jak tkanka tłuszczowa, mięsień sercowy, nerki, wątroba, skóra oraz móżdżek 

[16–19]. Ponadto, obecność Ir wykazano także w guzach nowotworowych takich jak: 

rak gruczołu piersiowego, narządu rodnego, kości, płuc, i nowotworach przewodu 

pokarmowego [20–23], a także w surowicy krwi pacjentów z chorobami 

nowotworowymi [22,24–28]. Dodatkowo, obserwowano ekspresję Ir w komórkach 

podścieliska niedrobnokomórkowego raka płuc [12]. Obecnie prowadzone są liczne 

badania, które mają na celu określenie związku Ir z procesem transformacji 

nowotworowej.  

W ostatnim czasie pojawiły się badania wykazujące związek między poziomem 

ekspresji Ir w komórkach nowotworowych, a parametrami kliniczno-patologicznymi. 

Zaobserwowano, że w komórkach niedrobnokomórkowego raka płuc ekspresja Ir 

spada w wyższych stopniach histologicznej złośliwości guza (G) i w guzach o 

większych rozmiarach (T). Natomiast w trakcie powstawania przerzutów do węzłów 

chłonnych, poziom ekspresji Ir jest wyższy w guzach z przerzutami odległymi niż w 

guzach z przerzutami do węzłów chłonnych węzłach regionalnych oraz w guzach bez 

przerzutów. U pacjentów z przerzutami odległymi wykazano wyższą ekspresję Ir niż 

u pacjentów bez przerzutów w podścielisku guzów NSCLC [12]. Powyższe badania 

wskazują na potencjalną rolę iryzyny w procesie diagnostyczno- terapeutycznym 

nowotworów.  

Jak dotąd zespoły badawcze zajmujące się związkiem Ir z kancerogenezą uzyskały 

rozbieżne wyniki dotyczące jej wpływu na proliferację. Część badań wykazała, że Ir 

hamuje proliferację, migrację i inwazję komórek raka gruczołu piersiowego [29], płuc 
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[13], kości [30], gruczołu krokowego [31] w warunkach in vitro. Podczas gdy, w 

komórkach raka wątroby Ir stymuluje proliferację poprzez aktywację szlaku PI3K/Akt 

[32]. Z kolei, w raku endometrium, okrężnicy, tarczycy i przełyku nie wykazano 

wpływu Ir na proliferację [33]. W badaniu na rakach niedrobnokomórkowych płuc 

zaobserwowano odmienny wpływ Ir na proliferację w zależności od tego, w których 

komórkach była ekspresjonowana. Poziom Ir w komórkach raka płuc korelował 

negatywnie z poziomem uznanego markera proliferacji antygenu Ki-67. Natomiast 

poziom Ir w komórkach podścieliska guza korelował pozytywnie z antygenem Ki-67 

[12]. Ponadto w raku piersi i raku okrężnicy także odnotowano słaba pozytywną 

korelację z markerami proliferacji Ki-67 i MCM3 [34,35]. Brak jednoznacznych 

danych o związku Ir z proliferacją nowotworową skłoniło mnie do zbadania tej 

zależności w płaskonabłonkowych rakach krtani.   

Obiecujące wyniki badań dotyczące udziału Ir w procesie kancerogenezy i brak 

danych określających jej ekspresję w rakach płaskonabłonkowych krtani, były 

inspiracją do badań wykonanych przeze mnie w ramach pracy doktorskiej. Uzyskane 

wyniki nie wskazują jednoznacznie Ir jako predyktora w procesie diagnostyczno-

terapeutycznym raka płaskonabłonkowego krtani. Jednakże korelacje Ir, z uznanymi 

markerami proliferacji nowotworowej, takimi jak Ki-67, MCM3 and MT-I/II, wskazują 

na jej potencjalną rolę w procesie transformacji nowotworowej tego typu guzów. 
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3. Założenia i cel pracy doktorskiej 

Najnowsze wyniki badań wspierają hipotezę o roli Ir w procesach proliferacji, 

migracji i przejścia epitelialno- mezenchymalnego w wielu typach nowotworów. 

Dotychczas nie pojawiły się badania oceniające ekspresję Ir w tkankach krtani i jej 

potencjalnej roli w kancerogenezie raka płaskonabłonkowego krtani (LSCC). Celem 

badań było określenie lokalizacji i nasilenia ekspresji Ir w LSCC oraz określenie 

związku jej poziomu z danymi kliniczno- patologicznymi (m. in. stopniem złośliwości 

histologicznej, stadium zaawansowania choroby, klasyfikacją TNM, długością 

przeżyć pacjentów). Wyniki uzyskanych badań miały pozwolić na określenie 

ewentualnego znaczenia ekspresji Ir w ocenie prognostycznej raka 

płaskonabłonkowego krtani.  

Celem pierwszej publikacji cyklu- pracy poglądowej, był przegląd dostępnego 

piśmiennictwa, który pozwolił na opisanie budowy cząsteczki Ir, jej roli w procesach 

metabolicznych związanych z kancerogenezą wielu nowotworów, a także wpływu 

jaki Ir wywiera na proces nowotworzenia. Ponadto, w pracy dokonano 

usystematyzowanego przeglądu dostępnych danych literaturowych, dotyczących 

znaczenia Ir w poszczególnych typach nowotworów, w których badano poziom jej 

ekspresji i stężenia w surowicy pacjentów. Podsumowując, wyniki prac dotyczące 

poszczególnych typów nowotworów, zostały opisane w aspekcie: czy i w jaki sposób 

wykazują ekspresję Ir, jakiej metodologii użyto do  wykonania badań, jaki materiał 

został wykorzystany do badań. W publikacji zaprezentowałam także wnioski 

wyciągnięte przeze mnie na podstawie rezultatów badań poszczególnych zespołów 

badawczych.  

Wyniki badań i wnioski wyciągnięte w trakcie powstawania pracy poglądowej, a 

także brak doniesień literaturowych opisujących ekspresję Ir w rakach krtani, skłoniły 

mnie do wykonania eksperymentów, które byłyby próbą określenia potencjalnej roli 

Ir w procesie kancerogenezy raka płaskonabłonkowego krtani. 

Badania przedstawione w drugiej publikacji cyklu- pracy oryginalnej, miały na celu 

ocenę lokalizacji i nasilenia ekspresji Ir w komórkach raka płaskonabłonkowego 

krtani, brodawczakach krtani i łagodnych zmianach przerostowych krtani. Do badań 
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wykorzystano materiał archiwalny Zakładu Histologii i Embriologii Katedry 

Morfologii i Embriologii Człowieka Uniwersytetu Medycznego we Wrocławiu, 

zgromadzony w postaci bloczków parafinowych LSCC. W celu oceny nasilenia 

ekspresji białek Ki-67, MCM3,5,7 oraz MT-I/II w komórkach raka krtani 

przeprowadzono reakcje immunohistochemiczne (IHC). Następnie dokonano oceny 

reakcji IHC, przy użyciu skali Remmele- Stegner oraz skali procentowej. Uzyskane 

wyniki określające nasilenie ekspresji Ir w komórkach LSCC, skorelowano z 

dostępnymi danymi kliniczno- patologicznymi (wiek, płeć, stopień złośliwości 

histologicznej i zaawansowania klinicznego TNM oraz czasem przeżycia pacjentów). 

Miało to na celu ocenę potencjału prognostycznego Ir. Wykonano także badania w 

modelu in vitro, wykorzystując linie komórkowe raka krtani HEp-2 oraz 

prawidłowych keratynocytów HaCaT. Nasilenie ekspresji Ir na poziomie białka 

oszacowano za pomocą techniki Western blot i reakcji immunofluorescencyjnej, co 

miało potwierdzić wyniki badań przeprowadzonych na materiale archiwalnym LSCC. 
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4. Streszczenie 

Po upływie dekady od odkrycia i opisania iryzyny (Ir), nasza wiedza o jej roli w 

procesie kancerogenezy pozostaje nadal niepełna. W chwili obecnej prowadzonych 

jest wiele badań, mających na celu określenie wpływu Ir na proliferację, migrację i 

przejście epitelialno- mezenchymalne komórek raka, leżące u podstawy 

przerzutowania nowotworów. W literaturze dostępne są wyniki badań 

immunohistochemicznych, molekularnych i w modelu in vitro dotyczących roli Ir w 

najczęściej występujących w populacjach nowotworów (rak płuca, rak gruczołu 

piersiowego i wielu innych).  

Przegląd piśmiennictwa dotyczący budowy Ir, funkcji jaką pełni w procesach 

metabolicznych, a zwłaszcza rolę jej ekspresji w procesach nowotworzenia został 

przedstawiony w pracy poglądowej opublikowanej w czasopiśmie Cells (Pinkowska i 

wsp. The Role of Irisin in Cancer Disease. Cells 2021, 10, 1479).  

Ir jest adipomiocytokiną, zaangażowaną w regulację procesów metabolicznych. 

Wpływa także na procesy związane ze stanem zapalnym, obserwowanym w wielu 

chorobach przewlekłych, w tym nowotworowych. Obecność Ir wykazano w 

komórkach nowotworowych oraz surowicy krwi pacjentów, w różnych typach 

nowotworów. Wyniki wielu badań wskazują na związki Ir z kancerogenezą 

nowotworów (m.in.: raka gruczołu piersiowego, narządu rodnego, kości, płuc, 

gruczołu krokowego czy nowotworów przewodu pokarmowego). Ponadto, 

dowiedziono, że Ir hamuje proliferację, migrację i inwazję komórek raka gruczołu 

piersiowego, płuc, kości, gruczołu krokowego w warunkach in vitro. Jest także 

zaangażowana w hamowanie przejścia epitelialno- mezenchymalnego (EMT), które 

jest związane z powstawaniem przerzutów nowotworowych.  

W dostępnej literaturze pojawiło się, jak dotąd, niewiele badań wykazujących 

związek ekspresji Ir z parametrami kliniczno- patologicznymi w nowotworach 

człowieka. Ponadto, brakowało danych z badań prowadzonych na materiale raka 

płaskonabłonkowego krtani. Dlatego przedmiotem mojej pracy doktorskiej była 

próba określenia roli Ir w procesach kancerogenezy raka płaskonabłonkowego 

krtani.  
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Do badań opublikowanych w pracy oryginalnej (Pinkowska i wsp. Irisin Association 

with Ki-67, MCM3 and MT-I/II in Squamous Cell Carcinomas of the Larynx. 

Biomolecules 2022, 12, 52) zebrano materiał od pacjentów, diagnozowanych i 

leczonych na oddziale laryngologii Oddziału Patomorfologii Wojewódzkiego Szpitala 

im. J. Babińskiego we Wrocławiu i Katedry i Kliniki Otolaryngologii, Chirurgii Głowy i 

Szyi, Uniwersytetu Medycznego im. Piastów Śląskich we Wrocławiu w latach 1997- 

2003. Materiał do badań obejmował: 

1) 140 przypadków guzów raka płaskonabłonkowego krtani  

2)  57 przypadków brodawczaków krtani  

3) 14 przypadków łagodnych zmian przerostowych (guzy śpiewacze i obrzęki 

Reinkego)- materiał kontrolny.  

Wycinki pobrane od pacjentów zostały utrwalone w postaci bloczków parafinowych. 

Na podstawie klasyfikacji TNM zatwierdzonej przez Międzynarodową Unię do Walki 

z Rakiem (ang. UICC- The International Union Against Cancer) został określony 

stopień złośliwości (G) oraz stadium zaawansowania klinicznego LSCC.  

 Z bloczków parafinowych wykonano mikromacierze tkankowe (ang. TMA - Tissue 

microarrays). W celu oceny poziomu ekspresji badanych białek w komórkach raka 

krtani i zmian łagodnych przeprowadzono na skrawkach parafinowych reakcje 

immunohistochemiczne (IHC) z wykorzystaniem poliklonalnych przeciwciał 

króliczych skierowanych przeciwko Ir i mysich monoklonalnych skierowanych 

przeciwko markerom proliferacji: Ki-67, MT-I/II, MCM2, 3, 5 i 7. 

Na wykonanych preparatach obserwowano obecność pozytywnej reakcji IHC przy 

użyciu mikroskopu świetlnego BX41 (Olympus, Tokyo, Japan). Obecność Ir i MT-I/II 

zaobserwowano w cytoplazmie. Poziom białek został oceniony przy użyciu metody 

półilościowej IRS wg. Remele i Stegner. Natomiast ekspresję markerów proliferacji 

Ki-67, MCM2, 3, 5 i 7 obserwowano w jądrze komórkowym. Do oceny ww. markerów 

proliferacji użyto skali procentowej. Otrzymane wyniki poddano analizie 

statystycznej i korelacji z danymi kliniczno- patologicznymi.  
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W celu potwierdzenia wyników badań IHC przeprowadzono badania molekularne w 

modelu in vitro. Badania ekspresji Ir wykonano przy użyciu: 

1) komercyjnej linii komórek raka płaskonabłonkowego krtani 2 (HEp-2),  

2) linii komórkowej ludzkich keratynocytów (HaCaT) - materiał kontrolny.  

W celu określenia poziomu ekspresji Ir w wyżej wymienionych komórkach 

wykorzystano metodę Western blot oraz reakcje immunofluorescencjne (IF) z 

wykorzystaniem mikroskopu konfokalnego  

Ocena reakcji IHC wykazała ekspresję Ir w obrębie łagodnych zmian przerostowych 

nabłonka krtani, brodawczaków, a także w cytoplazmie komórek raka 

płaskonabłonkowego krtani. Poziom ekspresji Ir był wyższy u pacjentów z LSCC w 

porównaniu do grupy kontrolnej (p=0.001). Ponadto, zaobserwowano także wyższą 

ekspresję Ir w LSCC niż w brodawczakach (p<0.0001). Otrzymane wyniki badań 

skorelowano z danymi kliniczno-patologicznymi. Średni poziom ekspresji Ir był 

wyższy w stadium I zaawansowania niż w stadium II guza i ponownie rósł w stadiach 

III-IV. Jednakże, istotna statystycznie różnica była obserwowana tylko między 

stadium II, a III-IV (p=0.0083). Zaobserwowano również podwyższony poziom 

ekspresji Ir wraz ze wzrostem wielkości guza (T), a różnica między T1-2 i T3-4 była 

istotnie statystyczna (p=0.0348). Poziom ekspresji Ir w LSCC nieznacznie rósł wraz ze 

wzrostem złośliwości nowotworu (G). Jednakże, obserwowane różnice nie 

wykazywały istotności statystycznej. Zauważono także związek między poziomem 

ekspresji Ir, a przerzutami do węzłów chłonnych. Najwyższą średnią wartość 

ekspresji Ir zaobserwowano w grupie pacjentów bez przerzutów do węzłów 

chłonnych (N0). W przypadkach z przerzutami do węzłów chłonnych wnękowych i 

śródpłucnych (N1) była ona najniższa i ponownie rosła w przypadkach z przerzutami 

do węzłów śródpiersiowych (N2-3). Istotne statystycznie były różnice między 

poziomami Ir w N0 i N1 (p =0.0031), a także pomiędzy N0 i N2-3 (p=0.0457). Nie 

zaobserwowano związku między długością przeżycia całkowitego (OS), a poziomem 

Ir u pacjentów z LSCC. W jądrach komórek LSCC wykazano także ekspresję markerów 

proliferacji Ki-67, MCM2, 3, 5 i 7, a ekspresję MT-I/II w cytoplazmie komórek LSCC. 

Średnią dodatnią korelację zaobserwowano pomiędzy poziomem ekspresji Ir, a 
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antygenu Ki-67 (r=0.36; p<0.0001). Ponadto, słabą dodatnią korelację wykazano 

między poziomami ekspresji Ir i MCM3 (r=0.25; p=0.0033). Średnią dodatnią  

korelację zaobserwowano również między poziomem ekspresji Ir, a MT-I/II (r = 0.35; 

p<0.0001) w LSCC. Natomiast, prezentowane w pracy badania przeprowadzone w 

modelu in vitro, za pomocą metody Western blot i reakcji immunofluorescencyjnej, 

wykazały obecność ekspresji Ir w obu liniach komórkowych. Wyższy poziom ekspresji 

Ir odnotowano w komórkach raka krtani HEp-2 niż w kontrolnych komórkach HaCat. 

Różnica nie była istotna statystycznie.  

Przedstawione wyniki badań są pierwszymi badaniami wykazującymi obecność Ir w 

LSCC. Pokazują wyższą ekspresję Ir u pacjentów z LSCC w porównaniu do grupy 

kontrolnej (bez zmian nowotworowych). Wykazują także jej związek ze wzrostem 

guza i proliferacją komórek raka. Ponadto, niezwykle interesujący jest obserwowany 

wyższy poziom Ir w grupie pacjentów N0 niż w grupie N1. Może to wskazywać na 

potencjalną rolą Ir w procesie przerzutowania komórek nowotworowych. 

Porównanie ekspresji Ir z czynnikami kliniczno-patologicznymi oraz uznanymi 

markerami proliferacji wskazuje, na możliwą rolę Ir zarówno w procesie 

transformacji nowotworowej, jak również progresji choroby LSCC. 
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5. Summary 

One decade after the discovery and description of irisin (Ir), the knowledge of its 

role in carcinogenesis has still been incomplete. Currently, many studies are conducted 

to determine the effects of Ir on proliferation, migration and epithelial-mesenchymal 

transition (EMT) of cancer cells underlying metastasis. Immunohistochemical, molecular 

and in vitro model study results connected with the role of Ir in the most prevalent cancers 

(i.e. lung, breast and many other cancers) are available in the literature.  

A review of the literature on the structure of Ir, the function it plays in metabolic 

processes, and particularly the role of its expression in carcinogenesis was presented in a 

review paper published in Cells (Pinkowska et al., The Role of Irisin in Cancer Disease. 

Cells 2021, 10, 1479).  

Irisin is an adipomyokine involved in the regulation of metabolic processes. It also 

influences processes related to inflammation in many chronic diseases, including cancer. 

The presence of Ir has been demonstrated in cancer cells and the blood serum of patients 

in various types of cancer. The results of many studies indicate that Ir is associated with 

the carcinogenesis of cancers (including breast, reproductive organ, bone, lung, prostate 

or gastrointestinal cancers). In addition, Ir has been proven to inhibit proliferation, 

migration and invasion of breast, lung, bone and prostate cancer cells under in vitro 

conditions. It is also involved in the inhibition of epithelial-mesenchymal transition 

(EMT), which is associated with metastasis. 

In the available literature, there have been only some studies demonstrating the 

association of Ir expression with clinical and pathological parameters in human cancers. 

In addition, there was no data from studies on laryngeal squamous cell carcinoma 

(LSCC). Therefore, the subject of the dissertation was an attempt to determine the role of 

Ir in the processes of carcinogenesis of LSCC.  

For the original paper, the material was collected from patients diagnosed and 

treated at the Department of Pathomorphology of the J. Babinski Regional Hospital of 

Wroclaw and the Department and Clinic of Otolaryngology, Head and Neck Surgery, 

Wroclaw Medical University between 1997 and 2003 (Pinkowska et al., Irisin 

Association with Ki-67, MCM3 and MT-I/II in Squamous Cell Carcinomas of the Larynx. 

Biomolecules 2022, 12, 52).  
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The study material included: 

1) 140 cases of LSCC    

2) 57 cases of laryngeal papillomas  

3) 14 cases of benign hypertrophic changes (vocal cord nodules and Reinke’s 

edema) -control material.  

The specimens obtained from patients were fixed in paraffin blocks. Based on the 

TNM classification approved by the International Union Against Cancer (UICC), the 

grade (G) and the clinical stage of LSCC were determined.  

 Tissue microarrays (TMAs) were performed from paraffin blocks. To assess the 

expression levels of the proteins in laryngeal cancer cells and benign changes, 

immunohistochemical (IHC) reactions were performed on paraffin sections using 

polyclonal anti-irisin rabbit antibodies and mouse monoclonal antibodies against 

proliferation markers, such as Ki-67, MT-I/II, MCM2, 3, 5 and 7. 

A positive IHC reaction of Ir was observed using the BX41 light microscope 

(Olympus, Tokyo, Japan). The presence of Ir and MT-I/II was observed in the cytoplasm. 

Protein levels were assessed using the semi-quantitative IRS method according to Remele 

and Stegner. In turn, the expression of proliferation markers, such as Ki-67, MCM2, 3, 5 

and 7, was observed in the cell nucleus. A percentage scale was used to evaluate the above 

proliferation markers. The obtained results underwent statistical analysis and correlation 

with clinicopathological data.  

To confirm the IHC results, molecular studies were performed in an in vitro 

model. Ir expression studies were performed using: 

1) a commercial laryngeal cancer cell line Hep-2 

2) human keratinocyte cell line (HaCaT) - control.  

Western blot and immunofluorescence (IF) reactions using confocal microscopy 

were used to determine the level of Ir expression in the above-mentioned cells. 

Evaluation of IHC reactions showed Ir expression in benign hypertrophic changes 

of laryngeal epithelium, papillomas, as well as in the cytoplasm of LSCC cells. The level 

of Ir expression was higher in LSCC patients compared to controls (p=0.001). In addition, 
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higher Ir expression was also observed in LSCC than in papillomas (p<0.0001). The 

obtained findings were correlated with clinicopathological data. The mean level of Ir 

expression was higher in stage I than in stage II tumors and increased in stages III-IV. 

However, a statistically significant difference was observed only between stage II and III-

IV (p=0.0083). Elevated Ir expression levels were also found with increasing tumor size 

(T), and the difference between T1-2 and T3-4 was statistically significant (p=0.0348). 

The level of Ir expression in LSCC slightly increased with increasing tumor malignancy 

(G). However, the differences did not show statistical significance. An association was 

also found between the level of Ir expression and lymph node metastasis. The highest 

mean value of Ir expression was noted in the group of patients without lymph node 

metastasis (N0). It was lowest in cases with hilar and mediastinal lymph node metastasis 

(N1) and increased again in cases with mediastinal node metastasis (N2-3). There were 

statistically significant differences between Ir levels in N0 and N1 (p=0.0031), as well as 

between N0 and N2-3 (p=0.0457). No association was observed between overall survival 

(OS) and Ir levels in LSCC patients. The nuclei of LSCC cells also showed expression of 

the proliferation markers, such as Ki-67, MCM2, 3, 5 and 7, and expression of MT-I/II in 

the cytoplasm of LSCC cells. The mean positive correlation was observed between the 

expression level of Ir and Ki-67 antigen (r=0.36; p<0.0001). In addition, a weak positive 

correlation was shown between Ir and MCM3 expression levels (r=0.25; p=0.0033). A 

moderate positive correlation was also found between Ir expression levels and MT-I/II (r 

= 0.35; p<0.0001) in LSCC. In turn, the study conducted in an in vitro model using 

Western blot and immunofluorescence reaction showed the presence of Ir expression in 

both cell lines. Higher levels of Ir expression were noted in HEp-2 laryngeal cancer cells 

than in control HaCaT cells. The difference was not statistically significant. 

The presented results are the first studies showing the presence of Ir in LSCC. 

They demonstrate higher Ir expression in LSCC patients compared to controls (without 

cancer). They also show its association with tumor growth and cancer cell proliferation. 

In addition, compared to the N1 group, a higher level of Ir in the N0 patient group is 

extremely interesting. This may indicate a potential role for Ir in the process of cancer 

cell metastasis. The comparison of Ir expression with clinicopathological factors and 

proliferation markers indicates a possible role of Ir in the process of tumor transformation 

and progression of LSCC
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7. Podsumowania i wnioski 

Przeprowadzone w ramach pracy doktorskiej badania wskazały na potencjalną rolę 

Ir w procesach kancerogenezy raka płaskonabłonkowego krtani (LSCC). 

Obserwowane dodatnie średnie korelacje ekspresji Ir z uznanymi markerami 

proliferacji komórek nowotworowych: Ki-67, MCM3 i MT-I/II mogą sugerować 

związek ekspresji Ir z procesem proliferacji komórek LSCC. Na podstawie uzyskanych 

wyników dowiedziono, że komórki raka płaskonabłonkowego krtani wykazują 

wyższy poziom ekspresji Ir niż w tkankach kontrolnych (łagodne zmiany krtani). 

Ponadto wzrastający poziom ekspresji Ir obserwowano w guzach większych oraz w 

wyższych stadiach zaawansowania klinicznego. Może to wskazywać na potencjalną 

użyteczność Ir w diagnostyce raków płaskonabłonkowych krtani o większym 

potencjale proliferacyjnym.  

Bardzo interesujące wydają się być wyniki wskazujące na zmiany poziomu ekspresji 

Ir w przebiegu powstawania przerzutów do kolejnych grup węzłów chłonnych. 

Najwyższy poziom ekspresji Ir obserwowano u pacjentów bez przerzutów do węzłów 

chłonnych (N0). Mogłoby to sugerować supresyjną rolę Ir w procesie przerzutowania 

nowotworowego. Wraz ze wzrostem masy guza i pojawieniem się przerzutów do 

regionalnych węzłów chłonnych (N1) poziom Ir spada. W czasie przerzutowania (N2-

3) ponownie wzrasta, nie osiągając poziomu ze stadium N0. Rosnący ponownie 

poziom ekspresji Ir w stadiach N2-3 może być związany z dalszym niekontrolowanym 

już wzrostem masy guza. Może wynikać również z uwalniania Ir poza samym guzem 

np. z komórek podścieliska nowotworu. Otwarte pozostaje nadal pytanie, czy spadek 

ekspresji Ir jest przyczyną powstania przerzutów, czy zjawiskiem wtórnym. 

Konieczne są dalsze badania, które ocenią znaczenie zmian poziomu Ir wraz z 

objęciem kolejnych okolicznych węzłów chłonnych. Istotne wydaje się także 

ustalenie, czy zmiany są wynikiem specyfiki tkankowej raka krtani. Jeśli tak, ocena 

poziomu ekspresji Ir mogłaby być także przydatna do prognozowania powstawania 

przerzutów. Stąd konieczne są dalsze badania nad rolą Ir w procesach kancerogenezy 

oraz progresji raka płaskonabłonkowego krtani i potencjalnej użyteczności tego 

białka w diagnostyce LSCC. 
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Wnioski: 

1. Podwyższony poziom Ir w rakach płaskonabłonkowych krtani (LSCC), w 

porównaniu do zmian łagodnych wskazuje, że może być on użyteczny jako 

potencjalny marker różnicujący zmiany łagodne i LSCC. 

2. Obserwowana korelacja Ir z markerami proliferacji komórek nowotworowych: 

Ki-67, MCM3 and MT-I/II może wskazywać na jej rolę w proliferacji komórek raków 

płaskonabłonkowych krtani i jej użyteczność w ocenie rokowniczej tych 

nowotworów. 

3. Obniżenie poziomu Ir w komórkach raka krtani może wskazywać na możliwość 

pojawienia się przerzutów odległych tego nowotworu. 
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