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ΠΕΡΙΛΗΨΗ: Τα microRNAs είναι μόρια τα οποία επη-

ρεάζουν ποικίλες βιολογικές κυτταρικές λειτουργίες οδη-

γώντας σε κακοήθεις βλάβες, μεταξύ των οποίων και

στον καρκίνο της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο. Σκο-

πός της συγκεκριμένης ερευνητικής εργασίας είναι να

προσδιοριστεί η διαφορετική έκφραση των μορίων αυ-

τών στον καρκίνο της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο

σε σύγκριση με τον παρακείμενο φυσιολογικό ιστό.

Υλικά και Μέθοδοι: Συλλέξαμε δώδεκα δείγματα από τη

βλάβη και τον παρακείμενο φυσιολογικό ιστό της γλώσ-

σας. Χρησιμοποιήσαμε το miRNA real-time PCR array

system για να προσδιορίσουμε την miRNA έκφραση του

καρκινώματος της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο.

Αποτελέσματα και Συμπεράσματα: Ανακαλύψαμε την απορ-

ρύθμιση μερικών miRNAs που θα μπορούσε να αλλάξει

την πρόγνωση. MiR-196a, miR-142, miR-96 και miR-21

ήταν αυτά με τη μεγαλύτερη αύξηση στην έκφραση, ενώ

η έκφραση των miR-133, miR-206 και miR-1 ήταν σημαν-

τικά μειωμένη. Τα γονίδια-στόχος των μορίων αυτών ελέγ-

χουν τα μονοπάτια που ρυθμίζουν την κυτταρική επιβίω-

ση, τον πολλαπλασιασμό, την διαφοροποίηση, μετανά-

στευση, διήθηση, την απόπτωση και το μεταβολισμό. Είναι

όμως σημαντικό να ελεγχθεί περαιτέρω ο ρόλος τους.

ΛΕΞΕΙΣ ΚΛΕΙΔΙΑ: Καρκίνωμα γλώσσας από πλακώδες επι-

θήλιο, ανθρώπινο γονιδίωμα, microRNAs, ρύθμιση, γο-

νίδια-στόχοι, μονοπάτια.

SUMMARY: MicroRNAs are involved in regulating diverse

cellular biological processes leading to malignancies, in-

cluding tongue squamous cell carcinoma (TSCC). There

are only few published data on the miRNAs that are ex-

pressed in the squamous cell carcinoma of the tongue.

The purpose of this study is to identify the differential

miRNA expression between squamous cell carcinoma

of the tongue and the adjacent normal tissues.

Material and methods: We have collected twelve samples

from the tumor and the healthy adjacent tissue of the

tongue. We used miRNA real-time PCR array system to

identify miRNA expression profiles of squamous cell car-

cinoma of the tongue.

Results and conclusions: We identified some deregulated

miRNAs which may contribute to different prognosis.

MiR-196a, miR-142, miR-96 and miR-21 were the ones

with the highest upregulation, whilst the expression of

miR-133, miR-206 and miR-1 was significantly sup-

pressed. The target genes control pathways that regulate

cell survival, proliferation, differentiation, migration, inva-

sion, apoptosis and metabolism. It is therefore important

to further explore their roles in the carcinogenesis and

treatment of TSCC.

KEY WORDS: Tongue squamous cell carcinoma; human

genome; microRNAs; regulation; target genes; pathways.
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ΕΙΣΑΓΩΓΗ

Το καρκίνωμα της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο

(TSCC) είναι ο πιο συχνός τύπος του καρκίνου του στό-

ματος από πλακώδες επιθήλιο (OSCC) και αποτελεί την

έκτη πιο συχνή μορφή συμπαγούς καρκίνου παγκοσμίως

(Parkin και συν. 2005, Jemal και συν. 2007). Ο TSCC είναι

μια επιθετική μορφή κακοήθειας με γρήγορη τοπική διή-

θηση και διασπορά (Franceschi και συν. 1993, Polanska

και συν. 2014). Προηγούμενες μελέτες απέδειξαν ότι τα

καρκινώματα της γλώσσας βιολογικά και επιδημιολογικά

διαφέρουν από τις άλλες εντοπίσεις στη στοματική κοι-

λότητα. Η κατανόηση του γονιδιακού δικτύου και της mi-

croRNA ρύθμισης θα ήταν πολύ βοηθητική στην βελτίω-

ση της πρόληψης, διάγνωσης και θεραπείας της νόσου.

Τα microRNAs είναι μικρά σε μέγεθος (18-24 νουκλεο-

τίδια) ενδογενή μόρια RNA μονής έλικας. Πρωτοανα-

καλύφθηκαν το 1993, μέσω της παρατήρησης ότι μόριο

RNA με 22 νουκλεοτίδια είναι απαραίτητο για το σωστό

συγχρονισμό της μετεμβρυικής ανάπτυξης της Caenor -

habditis elegans (Fire και συν. 1998, Ni και συν. 2014).

Τα microRNAs επηρεάζουν πολλές και διάφορες κυτ-

ταρικές λειτουργίες μέσω καταστολής της μεταγραφής

και/ή αναστολής της μετάφρασης ενός μεγάλου αριθμού

γονιδίων κατά τη διάρκεια της φυσιολογικής ανάπτυξης

και παθολογικών αποκρίσεων (Brandi και συν. 2010).

Μέχρι σήμερα πάνω από 1000 miRNAs έχουν καταγρα-

φεί. Οι ερευνητές πιστεύουν ότι αυτά ρυθμίζουν πάνω

από το 50% των ανθρώπινων γονιδίων που κωδικοποι-

ούν πρωτεΐνες. Κάθε miRNA έχει τη δυνατότητα να ρυθ-

μίζει πολλά γονίδια-στόχους. Έχει φανεί ότι η miRNA

έκφραση μεταβάλλεται σε πολλές παθολογικές καταστά-

σεις, όπως ο καρκίνος (Garzon και συν. 2009).

Ο καρκίνος της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο δίνει

συχνά μεταστάσεις και είναι ιδιαίτερα διηθητικός. Προ-

κειμένου να βελτιωθεί η επιβίωση των ασθενών, θα πρέ-

πει να επιτευχθεί μία καλύτερη κατανόηση της συμπερι-

φοράς του όγκου, κάτι που θα μπορούσε να διευκολύνει

την πρώιμη διάγνωση του καρκίνου. Όπως και σε άλλες

μορφές καρκίνου, έτσι και σε αυτόν της γλώσσας συμ-

βαίνουν πολυεπίπεδες και δυναμικές μεταβολές στο γο-

νιδίωμα. Ωστόσο, μέχρι τώρα, η έρευνα στον καρκίνο

της γλώσσας εντοπίζεται κυρίως στα γονίδια που κωδι-

κοποιούν πρωτεΐνες, με αποτέλεσμα οι γνώσεις μας

όσον αφορά τις μεταβολές των γονιδίων που δεν κωδι-

κοποιούν πρωτεΐνες να είναι περιορισμένες. Σκοπός της

έρευνάς μας είναι να προσδιορίσουμε τη διαφοροποί-

ηση της έκφρασης των miRNAs μεταξύ του καρκίνου

της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο και των παρακει-

μένων φυσιολογικών ιστών.

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ

Δείγματα ασθενών. Συνελέγησαν ζεύγη δειγμάτων από

καρκίνο του σώματος της γλώσσας και παρακείμενου

φυσιολογικού ιστού από 12 ασθενείς, οι οποίοι εμφανί-

INTRODUCTION

Squamous cell carcinoma of the tongue (TSCC) is the

most frequent type of oral squamous cell carcinoma

(OSCC), and represents the sixth most frequent solid

cancer around the world (Parkin et al 2005, Jemal et al

2007). TSCC is an aggressive malignancy with a propen-

sity for rapid local invasion and metastatic spread

(Franceschi et al 1993, Polanska et al 2014). Previous

studies have demonstrated that cancers of the tongue

are biologically and epidemiologically distinct from other

tumors of the oral cavity. The understanding of gene net-

work and microRNA regulation would be helpful in im-

proving prevention, diagnosis and therapy of the disease.

MicroRNAs are a group of endogenous, non-coding, 18-

24 nucleotide length single-strand RNA molecules. They

were first identified, in 1993, through the observation that

a 22-nucleotide RNA is required for the appropriate tim-

ing of post-embryonic development of Caenorhabditis el-

egans (Fire et al 1998, Ni et al 2014). MicroRNAs influ-

ence many diverse biological functions through the re-

pression of the transcription and/or inhibition of the trans-

lation of a large number of genes during normal develop-

ment and pathological responses (Brandi et al 2010). 

To date, over 1000 miRNAs have been recorded. The

investigators believe that they regulate more than 50%

of human protein coding genes. Each miRNA has the po-

tential to regulate many target genes. It has been shown

that miRNA expression profiles change in several patho-

logical conditions, such as cancer (Garzon et al 2009).

Tongue squamous cell carcinoma (TSCC) exhibits fre-

quent invasion and metastasis. In order to improve pa-

tients’ survival, a better understanding of tumor behavior

is required. This could make possible the early detection

of aggressive tumors. In TSCC, as in other human can-

cers, multi-step dynamic changes in the genome occur.

However, since now, the investigation on TSCC has

mainly focused on protein-coding genes, so that our

knowledge on the alterations of the non-protein coding

genes in TSCC is limited.

The purpose of this study is to identify the differential

miRNA expression between squamous cell carcinoma

of the tongue and the adjacent normal tissues.

MATERIALS AND METHODS 

Patient samples. Pairs of primary tongue carcinomas lo-

cated at the anterior (body) of the tongue and adjacent

normal tissues were obtained from 12 patients, who

were admitted to the Department of Oral and Maxillo-

facial Surgery of the “Theagenion” Cancer Hospital and

the “G. Papanikolaou” General Hospital of Thessaloniki

between April 2010 and May 2011. None of the patients

of our study received radiotherapy or chemotherapy or

any other treatment before the operation. Before tissue

collection, all patients signed the written consent of tissue
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στηκαν στην Στοματική και Γναθοπροσωπική Χειρουρ-

γική Κλινική του ΑΝΘ «Θεαγένειο» και του ΓΝΘ «Γ.

Παπανικολάου» μεταξύ Απριλίου του 2010 και Μαΐου

του 2011. Κανένας από τους ασθενείς αυτούς δεν έλαβε

ακτινοθεραπεία ή χημειοθεραπεία ή οποιαδήποτε άλλη

θεραπεία προεγχειρητικά. Πριν τη συλλογή των δειγμά-

των όλοι οι ασθενείς υπέγραψαν έγγραφη συγκατάθεση

δωρεάς ιστών για ερευνητικούς λόγους. Το πρωτόκολλο

εγκρίθηκε από την Επιτροπή Ηθικής του Αριστοτελείου

Πανεπιστημίου Θεσσαλονίκης, Ελλάδα.

Συλλογή και ομογενοποίηση των δειγμάτων. Τα δείγματα που

ελήφθησαν καταψύχθηκαν σε RNA-later για 24 ώρες

στους 4-8°C και αποθηκεύτηκαν στους -80°C μέχρι την

ομογενοποίηση.

Εξαγωγή RNA. Η απομόνωση του RNA έγινε σύμφωνα

με το πρωτόκολλο του miRNEasy Mini Kit της Qiagen.

Ο σχηματισμός cDNA από ώριμα miRNAs έγινε σύμ-

φωνα με το πρωτόκολλο του miscript II RT kit του miS-

cript PCR System της Qiagen χρησιμοποιώντας Reverse

Transcriptase PCR.

qREAL Time PCR. qReal Time PCR για τα miRNAs διενερ-

γήθηκε χρησιμοποιώντας miScript miRNA PCR Arrays

(MIHS-102ZC, Qiagen) και miScript SYBR Green PCR kit

και Real Time PCR ABI 7500 fast machine. Οι συνθήκες

της αντίδρασης ήταν 95°C για 15 λεπτά, ακολουθούμενες

από 40 κύκλους PCR στους 94°C για 15 δευτερόλεπτα,

55°C για 30 δευτερόλεπτα και 70°C για 34 δευτερόλεπτα.

Ακολούθησε η melting curve ανάλυση.

qReal Time PCR ανάλυση για τα miRNAs. Η ανάλυση των

αποτελεσμάτων διενεργήθηκε σύμφωνα με το διαδικτυα-

κό πρόγραμμα miScript miRNA PCR Array Data Analysis

της SABiosciences, το οποίο βασίζεται στην ποσοτική μέ-

θοδο 2–ΔΔC, με γονίδια αναφοράς τα SN1 (SNORD61),

SN2 (SNORD68), SN4 (SNORD95), SN5 (SNORD96A)

(miScript PCR Controls for Normalization).

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

MiRNA microarray έγινε σε 12 ζεύγη δειγμάτων καρκί-

νου γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο σε αντιπαράθεση

με τους αντίστοιχους παρακείμενους φυσιολογικούς

ιστούς, με σκοπό να αναλύσουμε την διαφορετική έκ-

φραση των ώριμων miRNAs (Πίνακας 1). Το δείγμα 9Ca

9N δεν το συμπεριλάβαμε στην ανάλυση γιατί δεν πλη-

ρούσε την προϋπόθεση: mean miRTC (RT Control) -

mean PPC (PCR Control) ≤7. Σημαντική διαφορά στην

έκφραση παρατηρήθηκε σε 29 miRNAs μεταξύ φυσιο-

λογικού και παθολογικού ιστού. Χρησιμοποιώντας τον

διπλασιασμό της έκφρασης ως όριο, προσδιορίσαμε 23

miRNAs με υπερέκφραση και 6 με χαμηλότερη έκφρα-

ση (Πίνακες 2 και 3). Μπορούμε να παρατηρήσουμε ότι

υπάρχουν ορισμένα miRNAs που εμφανίζουν αξιοση-

μείωτη υπερέκφραση στα καρκινικά κύτταρα σε σχέση

με τα φυσιολογικά, όπως 196a-5p (37,45), 142-5p (5,94),

96-5p (6,14), 21-5p (5,46), 301a-3p (7,22), 7-5p (4,02)

donation for research purposes. The protocol was ap-

proved by the Ethics Committee of Aristotle University

of Thessaloniki, Greece.

Collection and homogenization of the samples. Surgical

specimens of the resected tumors were collected, and

lumps of tumors as well as adjacent normal tissues, were

frozen in RNA-later for 24 hours at 4-8°C and stored at

-80°C until homogenization.

RNA extraction. Isolation of the RNA was performed ac-

cording to the protocol of miRNEasy Mini Kit of Qiagen.

The formation of cDNA of mature miRNAs was per-

formed according to the protocol of miscript II RT kit of

miScript PCR System of Qiagen using Reverse Transcrip-

tase PCR.

qREAL Time PCR. qReal Time PCR for miRNAs was per-

formed using miScript miRNA PCR Arrays (MIHS-

102ZC, Qiagen) and miScript SYBR Green PCR kit and

Real Time PCR ABI 7500 fast machine. The reaction con-

ditions were 95°C for 15 min, followed by 40 cycles of

PCR at 94°C for 15 sec, 55°C for 30 sec and 70°C for

34 sec. Then melting curve analysis was done.

qReal Time PCR analysis for miRNAs. Result analysis was

performed according to the online program miScript

miRNA PCR Array Data Analysis of SABiosciences which

is based on quantitative method 2–ΔΔC, using reference

genes SN1 (SNORD61), SN2 (SNORD68), SN4

(SNORD95), SN5 (SNORD96A) (miScript PCR Con-

trols for Normalization).

RESULTS

MiRNA microarray was done in 12 paired samples of

TSCC versus matched tongue tissues, in order to an-

alyze differential expression of mature miRNAs (Table

1). Sample 9Ca 9N was not included in the analysis be-

cause it did not fulfill the requirement: mean miRTC

(RT Control) - mean PPC (PCR Control) ≤7. A

marked difference in expression was observed in 29

miRNAs between TSCC and normal tongue tissues.

Using 2-fold expression difference as a cutoff level, we

identified 23 up-regulated miRNAs and 6 down-regu-

lated (Tables 2, 3). We can observe from the results

that there are some miRNAs that show a remarkable

overexpression in tumor cells compared to matched

normal cells such as 196a-5p (37,45), 142-5p (5,94),

96-5p (6,14), 21-5p (5,46), 301a-3p (7,22), 7-5p (4,02)

and 18a-5p (4,7). On the other side 5 miRNAs were sig-

nificantly under expressed in tumor cells. These miRNAs

are 133b (-6,82), 122-5p (-4,25), 378-3p (-4,21), 206 (-

13,69), 1 (-28,29).

Table 1 shows clinicopathological variables including gen-

der, age, T-stage, survival and recurrence. Tables 2 and

3 show the list of genes that are upregulated or down-

regulated in tongue cancer according to our data as well

as the magnitude of the fold regulation. Median overall
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και 18a-5p (4,7). Από την άλλη, 5 miRNAs είχαν σημαν-

τικά μειωμένη έκφραση στα καρκινικά κύτταρα. Αυτά εί-

ναι τα 133b (-6,82), 122-5p (-4,25), 378-3p (-4,21), 206

(-13,69), 1 (-28,29).

Στον Πίνακα 1 εμφανίζονται κλινικοπαθολογικές μετα-

βλητές συμπεριλαμβανομένων του φύλου, της ηλικίας,

του σταδίου Τ, της επιβίωσης και της υποτροπής. Στους

Πίνακες 2 και 3 φαίνεται η λίστα των γονιδίων με υπε-

ρέκφραση και μειωμένη έκφραση στον καρκίνο της

γλώσσας σύμφωνα με τα δεδομένα μας, όπως και το μέ-

γεθος της ρύθμισης. Ο μέσος όρος επιβίωσης των

ασθενών ήταν 42,25 μήνες (Kaplan-Meyer) όπως φαίνε-

ται στην Εικόνα 1.

Μπορούμε να παρατηρήσουμε στο clustergram (Εικόνα

2) ότι στην ασθενή «6» εμφανίστηκε πολύ διαφορετική

έκφραση miRNA μεταξύ καρκινικών και φυσιολογικών

κυττάρων. Η ασθενής επιβίωσε μόνο για 5 μήνες μετά

το χειρουργείο. Η ασθενής «4» είχε υπερέκφραση δια-

φόρων miRNAs στα κύτταρα του καρκίνου. Οι ασθενείς

«5» και «20», οι οποίοι είχαν χαμηλή επιβίωση, δεν εμ-

φάνισαν ιδιαίτερη διαφορά στην έκφραση. Ο ασθενής,

όμως, «12» ενώ είχε μια εντελώς διαφορετική miRNA

έκφραση μεταξύ παθολογικών και φυσιολογικών κυττά-

ρων, παραμένει εν ζωή χωρίς υποτροπή ή μετάσταση.

Ωστόσο, με δεδομένο τον μικρό αριθμό ασθενών της

μελέτης είναι δύσκολο να εξαγάγουμε στατιστικά σημαν-

τικά αποτελέσματα για την επίδραση συγκεκριμένης miR-

NA έκφρασης στην επιβίωση.

ΣΥΖΗΤΗΣΗ

Τα miRNAs φαίνεται ότι ελέγχουν την έκφραση περισ-

σοτέρων από το ένα τρίτο των γονιδίων που κωδικοποι-

ούν πρωτεΐνες στο ανθρώπινο γονιδίωμα. Η ρύθμιση

συμβαίνει σε μεταμεταγραφικό επίπεδο μέσω σύνδεσης

σε συγκεκριμένες αλληλουχίες στο mRNA στόχο βασι-

σμένη στην «ατελή συμπληρωματικότητα». Λόγω αυτού,

κάθε μόριο miRNA δυνητικά μπορεί να ρυθμίζει εκα-

τοντάδες γονίδια. Επομένως, μετατροπή των miRNAs

αναμένεται σε ασθένειες, όπως ο καρκίνος, οι οποίες

σχετίζονται με διαταραγμένη γονιδιακή έκφραση. Έχει

προταθεί ότι η miRNA μεταβολή θα μπορούσε να προ-

καλέσει καρκινογένεση. Είναι περιορισμένες οι πληρο-

φορίες σχετικά με την διαταραγμένη έκφραση των

miRNAs στον καρκίνο της γλώσσας από πλακώδες επι-

θήλιο. Μετά τον έλεγχο 96 miRNAs στον καρκίνο της

γλώσσας και τον παρακείμενο φυσιολογικό ιστό, προσ-

διορίσαμε μία ομάδα miRNAs με διαταραγμένη έκφρα-

ση. Αρκετά miRNAs στη μελέτη μας εμφάνισαν υψηλή

ή χαμηλή έκφραση (Πίνακες 2 και 3). Θα αποφύγουμε

να αναλύσουμε ολόκληρη τη λίστα, αλλά θα εστιάσουμε

σε αυτά που είχαν περισσότερες από 5 φορές διαφορά

στην έκφραση, καθώς είναι πιο πιθανό να είναι πιο ση-

μαντικά για τη συγκεκριμένη κακοήθεια.

survival for the population was 42.25 months (Kaplan-

Meyer) as is shown in Figure 1. 

We can observe by clustergram (Figure 2) that patient

“6” had a very different miRNA expression between

tumor and normal cells; she survived only for 5 months

after surgery. Patient “4” had an overexpression of dif-

ferent miRNAs in tumor cells in comparison with

matched normal cells. Patients “5” and “20” who did not

survive for a long time showed no remarkable difference

in miRNA expression. On the other hand patient “12”

had a completely different miRNA expression between

tumor and normal cells, but is still alive without recur-

rence or metastasis. However, as the population of the

study is relatively small, it is difficult to draw statistical sig-

nificant conclusion for the effect of specific miRNA ex-

pressions on survival.

DISCUSSION

MiRNAs seem to control the expression of more than

Πίνακας 1
Κλινικοπαθολογικές µεταβλητές

4
5
6
9

10
12
16
17
20
22
26
29

Δείγµα

Θήλυ
Άρρεν
Θήλυ
Θήλυ
Θήλυ
Άρρεν
Θήλυ
Άρρεν
Άρρεν
Θήλυ
Θήλυ
Θήλυ

Φύλο

53
37
72
57
64
59
64
47
77
50
54
71

Ηλικία

T1
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T2
T1
T1
T2

T-στάδιο

25 µήνες
24 µήνες
5 µήνες
Εν ζωή
5 µήνες
Εν ζωή
Εν ζωή
Εν ζωή
2 µήνες
Εν ζωή

36 µήνες
Εν ζωή

Επιβίωση

14 µήνες
10 µήνες
3 µήνες

35 µήνες
Όχι
Όχι
Όχι
Όχι
Όχι

27 µήνες
27 µήνες

Όχι

Υποτροπή

Table 1
Clinicopathological variables

4
5
6
9

10
12
16
17
20
22
26
29

Sample

Female
Male 

Female
Female
Female

Male
Female

Male
Male

Female
Female
Female

Gender

53
37
72
57
64
59
64
47
77
50
54
71

Age

T1
T2
T2
T2
T2
T2
T1
T1
T2
T1
T1
T2

T-stage

25 months
24 months
5 months

Alive
5 months

Alive
Alive
Alive

2 months
Alive

36 months
Alive

Survival

14 months
10 months
3 months

35 months
No
No
No
No
No

27 months
27 months

No

Recurrence
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one-third of the protein-coding genes in the human

genome. The regulation occurs at post-transcriptional

level by binding to specific sequences in the target

mRNA molecules based on ‘imperfect complementarity’.

Because of this each miRNA can potentially regulate hun-

dreds of genes. Thus, miRNA alteration is expected to

be found in diseases, such as cancers, which are ascribed

to dysregulated gene expression. It has been suggested

that miRNA alteration could initiate carcinogenesis.

There is limited information on aberrantly expressed

miRNAs in tongue SCC. After screening 96 miRNAs in

tumor and normal cells, we identified a panel of aber-

rantly expressed miRNAs. Several miRNAs have been

shown in our study to be up- or down-regulated in

tongue cancer as compared to adjacent normal tissue

(tables 2 and 3). We will avoid discussing the entire list

but we will emphasize the ones with more than a 5-fold

difference in expression, as they are ones more likely to

be important for the specific malignancy.

Micro-RNAs up-regulated
in tongue cancer
MiR-196a is an antiapoptotic agent and performs critical

roles such as gene regulation, nuclear architecture and

calcium binding. It targets annexin-A1, a mediator of

apoptosis and inhibitor of cell proliferation (Luthra et al

2008), HOXB8 and HMGA2, and it has strongly been

associated with several cancers (Chen et al 2011). In the

present study MiR-196a was highly overexpressed un-

derlining some important role in the pathogenesis of

tongue cancer, probably through its antiapoptotic effects.

Further studies are needed to explore the role of MiR-

196a deregulation in this malignancy.

It has been suggested in previous studies that miR-142-

5p is involved in many pathways of cancer, such as cell

cycle, focal adhesion, MAPK, transforming growth factor-

b (TGF-β), Wnt, vascular endothelial growth factor

(VEGF), and notch pathway (Zhang X et al 2011). As it

is regulating cell-cycle genes in squamous lung cancer (Su

et al 2013), it may be involved in the same way in tongue

cancer. Our results are in concert with those studies,

showing a 6-fold overexpression of miR-142-5p in

tongue cancer compared to normal tissue.

MiR-96 is targeting the forkhead box protein O1

(FOXO1), an important tumor-suppressor that is in-

volved in the regulation of cellular proliferation, differen-

tiation, cell cycle progression and apoptosis (Zhang Y et

al 2011, Santhi et al 2013). It has been linked to several

cancers, as bladder (Guo et al 2012), prostate (Hafli-

dadóttir et al 2013), breast (Zhang J et al 2014) and col-

orectal cancer (Ress et al 2015). In our dataset, miR-96

was the second most highly upregulated micro-RNA,

emphasizing its importance in the pathogenesis of oral

cavity cancers as well. To our knowledge, this is the first

report on that, which links miR-96 with tongue cancer. 

Micro-RNAs με υπερέκφραση
στον καρκίνο της γλώσσας
Το miR-196a είναι αντιαποπτωτικός παράγοντας και παίζει

κρίσιμο ρόλο στην γονιδιακή ρύθμιση, την αρχιτεκτονική

του πυρήνα και τη δέσμευση ασβεστίου. Στοχεύει την an-

nexin-A1, έναν μεσολαβητή της απόπτωσης και αναστο-

λέα του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Luthra και συν.

2008), το HOXB8 και HMGA2 και συσχετίζεται ισχυρά

Εικόνα 1/Figure 1

Συνολική επιβίωση ασθενών µελέτης. Μέσος όρος επιβίωσης 42,25 µήνες.

Overall survival for the study population. Median OS was 42.25 months.
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Εικόνα 2/Figure 2

Clustergram των miRNAs που υπο- και υπερεκφράστηκαν στον καρκινικό 
ιστό σε σχέση µε τον παρακείµενο φυσιολογικό ιστό.

Clustergram of miRNAs that were under and overexpressed in cancer 
samples vs adjacent normal tissues.

02_No423_n2_2019_Layout 1  07/01/2020  12:19 μ.μ.  Page 53



54

Αρχεία Ελληνικής Στοματικής & Γναθοπροσωπικής Χειρουργικής/

Hellenic Archives of Oral and Maxillofacial Surgery

Παρασκευόπουλος Κ. και συν./Paraskevopoulos K. et al.

με διάφορες μορφές καρκίνου (Chen και συν. 2011). Στη

μελέτη μας το miR-196a είχε μια πολύ υψηλή έκφραση

υποδεικνύοντας κάποιο σημαντικό ρόλο στην παθογένε-

ση του καρκίνου της γλώσσας, πιθανότατα μέσω της αν-

τιαποπτωτικής του δράσης. Περαιτέρω έρευνα είναι ανα-

γκαία για να διευκρινιστεί ο ρόλος του σε αυτή τη νόσο.

Σε προηγούμενες μελέτες είχε προταθεί ότι το miR-142-

5p εμπλέκεται σε πολλά καρκινικά μονοπάτια όπως ο

κυτταρικός κύκλος, η εστιακή προσκόλληση, MAPK, ο

αυξητικός παράγοντας μετασχηματισμού-b (TGF-β),

Wnt, αγγειακός ενδοθηλιακός αυξητικός παράγοντας

(VEGF) και μονοπάτι notch (Zhang X και συν. 2011). Κα-

θώς ρυθμίζει τα γονίδια του κυτταρικού κύκλου στον

καρκίνο του πνεύμονα από πλακώδη κύτταρα (Su και

συν. 2013), θα μπορούσε να εμπλέκεται με τον ίδιο τρό-

πο και στον καρκίνο της γλώσσας. Τα αποτελέσματά μας

είναι σε συμφωνία με τις συγκεκριμένες μελέτες, δεί-

χνοντας μία αύξηση της έκφρασης κατά 6 φορές του

miR-142-5p στον καρκίνο της γλώσσας σε σύγκριση με

τον φυσιολογικό ιστό.

Το MiR-96 έχει ως στόχο την forkhead box protein O1

(FOXO1), έναν σημαντικό ογκοκαταστολέα που παίζει

ρόλο στη ρύθμιση του κυτταρικού πολλαπλασιασμού,

της διαφοροποίησης, την πρόοδο του κυτταρικού κύ-

κλου και την απόπτωση (Zhang Y και συν. 2011, Santhi

και συν. 2013). Έχει εντοπιστεί σε πολλές μορφές καρ-

κίνου όπως της ουροδόχου κύστεως (Guo και συν.

2012), του προστάτη (Haflidadóttir και συν. 2013), του

μαστού (Zhang J και συν. 2014) και του παχέος εντέρου

(Ress και συν. 2015). Στα δικά μας αποτελέσματα το

miR-96 ήταν το δεύτερο με την υψηλότερη έκφραση δί-

νοντας έμφαση στη σημασία του στην παθογένεση του

καρκίνου της στοματικής κοιλότητας. Σύμφωνα με τα

έως τώρα δεδομένα, είναι η πρώτη αναφορά εμπλοκής

του miR-96 στον καρκίνο της γλώσσας.

Το miR-21 είναι αντιαποπτωτικός παράγοντας και στο-

χεύει ογκοκατασταλτικά γονίδια, TPM1 (tropomyosin

1) και PTEN (phosphatase and tensin homolog)

(Zhang JG και συν. 2010). Προηγούμενες αναφορές

έδειξαν ότι το miR-21 υπερεκφράζεται σε πολλούς άλ-

λους συμπαγείς όγκους και σχετίζεται με την εξάπλω-

ση του καρκίνου. Αύξηση του miR-21 συμβάλλει στην

ανάπτυξη του γλοιοβλαστώματος (Chan JA και συν.

2005) και του ηπατοκυτταρικού καρκίνου (Meng και

συν. 2007). Επιπρόσθετα, προάγει την ογκογένεση στο

μαστό μέσω ενεργοποίησης του Bcl-2 (Si ML και συν.

2007) και σχετίζεται με αυξημένο στάδιο καρκίνου,

λεμφαδενικές μεταστάσεις και πτωχή πρόγνωση στον

καρκίνο του μαστού (Yan και συν. 2008). Το miR-21

θα μπορούσε να αποτελέσει έναν μελλοντικό βιοδείκτη

για τον πρωτοπαθή καρκίνο του μαστού (Si H και συν.

2013). Επίσης, υπερέκφραση του miR-21 στον κολικό

καρκίνο υποδηλώνει πτωχή επιβίωση και θεραπευτικό

αποτέλεσμα (Schetter και συν. 2008). Ακόμη, το miR-

21 έχει προταθεί ως ανεξάρτητος προγνωστικός πα-

MiR-21 is an antiapoptotic factor and targets tumor-sup-

pressing genes, TPM1 (tropomyosin 1) and PTEN

(phosphatase and tensin homolog) (Zhang JG et al

2010). Previous reports have shown that miR-21 is

overexpressed in many other solid tumors, and is re-

lated to tumor progression. Increased miR-21 con-

tributes to the development of glioblastomas (Chan JA

et al 2005) and hepatocellular carcinomas (Meng et al

2007). Furthermore, miR-21 promotes breast tumori-

Πίνακας 2/Table 2
Γονίδια που υπερεκφράστηκαν
στον καρκίνο της γλώσσας (ΤSCC)

Genes Over-Expressed in SCC of tongue

A04
A06
A08
A09
A10
B03
B06
B10
B11
B12
C02
C03
C08
D03
D06
D08
E05
F04
F05
G01
G03
G06
G11

Θέση/
Position

hsa-miR-20b-5p
hsa-miR-196a-5p
hsa-miR-142-5p
hsa-miR-96-5p
hsa-miR-222-3p
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-205-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-132-3p
hsa-miR-183-5p
hsa-miR-34c-5p
hsa-miR-138-5p
hsa-miR-135b-5p
hsa-miR-21-5p
hsa-miR-301a-3p
hsa-miR-7-5p
hsa-miR-210
hsa-miR-17-5p
hsa-miR-19a-3p
hsa-miR-18a-5p
hsa-miR-27a-3p
hsa-miR-32-5p

Ώριµα ID/
Mature ID

2,319
37,4475

5,9427
6,1369
2,7501
2,6233
3,1396
2,5727
2,9729
2,4105
3,0031
4,0695
2,0005
3,8328
5,4622

7,221
4,0167
2,2712

2,535
3,708

4,7018
2,1665
3,5008

Μέγεθος Ρύθµισης/
Fold Regulation

Πίνακας 3/Table 3
Γονίδια που υπο-εκφράστηκαν
στον καρκίνο της γλώσσας (ΤSCC)

Genes Under-Expressed in SCC of tongue

A02
A03
B04
D04
E01
G04

Θέση/
Position

hsa-miR-133b
hsa-miR-122-5p
hsa-miR-378a-3p
hsa-miR-206
hsa-miR-1
hsa-miR-125b-5p

Ώριµα ID/
Mature ID

-6,8216
-4,2532
-4,2135

-13,6859
-28,2923

-2,6468

Μέγεθος Ρύθµισης/
Fold Regulation
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ράγοντας και δείκτης πτωχής πρόγνωσης στον καρκί-

νο της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο (Jinsong Li και

συν. 2009). Σύμφωνα με τα αποτελέσματά μας το miR-

21 αυξήθηκε κατά 5,4 φορές σε σχέση με τον φυσιο-

λογικό ιστό, κάτι που συνηγορεί στο ότι κατά πάσα πι-

θανότητα παίζει κρίσιμο ρόλο σε διάφορες μορφές

καρκίνου και στο ότι θα μπορούσε να αποτελέσει έναν

θεραπευτικό στόχο.

Micro-RNAs με χαμηλή έκφραση
στον καρκίνο της γλώσσας
Ένα από τα miRNAs που υποεκφράστηκαν στην έρευνά

μας είναι το miR-133b. Έχει χαρακτηριστεί ως ογκοκα-

τασταλτικό miRNA, καθώς αναστέλλει τον κυτταρικό

πολλαπλασιασμό, τη μετανάστευση και τη διήθηση στο-

χεύοντας τον EGFR στον προστάτη (Tao και συν. 2012)

και στο ουροθηλιακό καρκίνωμα (Zhou και συν. 2013)

και το μονοπάτι cdc42-PAK στον καρκίνο του στομάχου

(Cheng και συν. 2014). Στη μελέτη μας υποεκφράζεται

έντονα (6,8 φορές σε σχέση με τον φυσιολογικό ιστό)

και θα μπορούσε να παίζει σημαντικό ρόλο στην παθο-

γένεση και να αποτελέσει θεραπευτικό εργαλείο (Yu H

και συν. 2014).

Τα miR-206 and miR-1 εμπλέκονται στο μονοπάτι pen-

tose phosphate (PPP) και στον κύκλο tricarboxylic acid

(TCA), επαναπρογραμματίζοντας το μεταβολισμό της

γλυκόζης. Σύμφωνα με πρόσφατες έρευνες, τα miR-206

και miR-1 ρυθμίζονται με μεθυλίωση και ακετυλίωση

στον καρκίνο και η έκφρασή τους είναι αντιστρόφως

ανάλογη με την έκφραση του γονιδίου ΡΡΡ (Singh και

συν. 2013). Λαμβάνοντας υπόψιν ότι τα miR-206 και

miR-1 καταστέλλονται ισχυρά στον καρκίνο της γλώσ-

σας, την επίδρασή τους στο μονοπάτι ΡΡΡ και την επα-

κόλουθη μεταβολή στο μεταβολικό μονοπάτι, φαίνεται

ότι είναι πολύ σημαντικά στην παθογένεση και θα μπο-

ρούσαν να αποτελέσουν θεραπευτικό στόχο αυτής της

επιθετικής μορφής κακοήθειας.

Συμπερασματικά, προσδιορίσαμε πολλά miRNAs, των

οποίων η έκφραση στον καρκίνο της γλώσσας απορρυθ-

μίζεται και θα μπορούσαν να παίξουν σημαντικό ρόλο

και στην παθογένεση, αλλά και στη θεραπεία της νόσου.

Περαιτέρω έλεγχος της απορρύθμισης των miRNAs και

διερεύνηση των πιθανών λειτουργικών ρόλων, θα ήταν

πολύ βοηθητικός στην κατανόηση της παθογένεσης της

νόσου, με απώτερο σκοπό τη χρήση του miRNA προφίλ

για να προβλέπουμε την πρόγνωση των ασθενών με

καρκίνο της γλώσσας από πλακώδες επιθήλιο.

genesis via Bcl-2 up-regulation (Si ML et al 2007), and

correlates with advanced tumor staging, lymph node

metastasis, and poor prognosis in breast cancers (Yan

et al 2008). MiR-21 could act as a novel biomarker for

primary breast cancer (Si H et al 2013). In addition, miR-

21 overexpression in colon carcinomas indicates poor

survival and poor therapeutic outcome (Schetter et al

2008). Furthermore, miR-21 is suggested to be an inde-

pendent prognostic factor and a poor prognosis indica-

tor in tongue squamous cell carcinomas (Jinsong Li et al

2009). We found that miR-21 was upregulated 5.4 times

compared to normal tissue, adding to the observations

that it plays crucial role in several cancers, and could be-

come a possible therapeutic target.

Micro-RNAs down-regulated
in tongue cancer
One of the underexpressed miRNAs is miR-133b. It is

reported as a tumor-suppressor miRNA as it inhibits cell

proliferation, migration and invasion by targeting EGFR

in prostate (Tao et al 2012) and urothelial cancer (Zhou

et al 2013), and it targets the cdc42-PAK pathway in gas-

tric cancer as well (Cheng et al 2014). It is strongly un-

derexpressed in our study (x 6.8 times from normal tis-

sue), and therefore it is probably important in pathogen-

esis and could be a potential tool for therapeutics (Yu H

et al 2014).

MiR-206 and miR-1 are involved in the pentose phos-

phate pathway (PPP) and the tricarboxylic acid (TCA)

cycle, reprogramming glucose metabolism. According to

recent studies, miR-206 and miR-1 promoter is regulated

by methylation and acetylation in cancer, and their ex-

pression is inversely correlated with PPP gene expression

(Singh et al 2013). As the expression of both miR-206

and miR-1 is strongly suppressed in tongue cancer, their

effect in regulating the pentose phosphate pathway and

consequently altering the metabolic pathways, seems to

be important in pathogenesis and could be a target for

treatment in this highly aggressive malignancy.

In conclusion, we identified several miRNAs that are dys-

regulated in tongue cancer and may play an important

role both in the pathogenesis and treatment of the dis-

ease. Further identification of dysregulated miRNAs and

the clarification of their potential functional roles, would

be helpful in understanding the pathogenesis of this dis-

ease, in order to use the miRNA expression profile to

predict prognosis of the patients with TSCC.
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