Tytuk: Poréwnanie ekspresji wybranych markerow nowotworowych komoérek macierzystych
migdzy podgrupa chorych na nowotwory narzagdow glowy i szyi z infekcja HPV16 1 podgrupa
chorych na nowotwory narzadow glowy i szyi bez infekcji HPV16
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Streszczenie

Wprowadzenie: Infekcja wirusami brodawczaka ludzkiego (HPV) jest obecnie waznym
czynnikiem etiologicznym w rozwoju niektorych ptaskonabtonkowych rakéw narzadéw
glowy 1 szyi (HNSCC). W nowotworach tych najczes$ciej] wykrywanym typem wirusa jest
HPV16. Liczne badania kliniczne ujawnily, ze chorzy na HNSCC HPV dodatnie
charakteryzuja si¢ lepszym rokowaniem niz chorzy niezakazeni. Potwierdzily to wyniki
czterech metaanaliz, obejmujacych tgcznie okoto 200 badan. Jak wskazuja wspotczynniki
ryzyka (ang. hazard ratios) z tych metaanaliz, podgrupa chorych na HNSCC HPV dodatnie
nie jest jednak jednorodna pod wzgledem rokowania i u ponad 40% sposrod tych osob
dochodzi do progresji nowotworu. Wyréznienie chorych na HNSCC z wirusowg infekcja o
lepszym 1 gorszym rokowaniu jest szczegdlnie istotne ze wzgledu na toczace si¢ badania
kliniczne dotyczace mozliwosci deeskalacji leczenia przeciwnowotworowego chorych na
HNSCC zalezne od HPV. Istnieje zatem pilna konieczno$¢ zidentyfikowania czynnikéw
prognostycznych i predykcyjnych, na podstawie ktorych bedzie mozna wyr6zni¢ podgrupe
chorych z zakazeniem HPV odnoszacych faktyczng korzys¢ z deeskalacji leczenia. Niektore

prace sugeruja, ze role takich czynnikow moga odegra¢ markery komorek macierzystych
(CSCs).

Cel pracy: Celem aplikacyjnym projektu jest wskazanie potencjalnych czynnikoéw
prognostycznych zwigzanych z nowotworowymi komoérkami macierzystymi w podgrupach
chorych na HPV16-zaleznego i HPV16-ujemnego ptaskonabtonkowego raka narzadow glowy
1 szyt dla mozliwosci lepszego oszacowania rokowania u indywidualnych chorych.
Szczegblowe cele pracy obejmuja: (1) analize¢ obecnosci infekcji HPV16 w HNSCC, (2)
ocen¢ wptywu infekcji HPV16 na catkowite i bezobjawowe przezycia badanych chorych, (3)
porownanie ekspresji wybranych markerow CSC (CD44, CD98, ALDH1/2, Oct-3/4, Sox-2,
Nanog) miedzy podgrupg chorych na HNSCC z infekcjg HPV16 i podgrupa chorych bez tego
zakazenia, (4) ocen¢ korelacji migdzy analizowanymi cechami epidemiologicznymi,

klinicznymi, histopatologicznymi i ekspresja wybranych markerow CSCs, (5) analize wptywu



ekspresji wybranych markeréw CSCs na przezycia catkowite (OS) i bezobjawowe (DFS) u

chorych na guzy HPV16-zalezne i HPV16-ujemne.

Materialy i  metody: Badania  wykonano w  oparciu 0  utrwalone
w formalinie i zatopione w parafinie (FFPE) fragmenty tkanki nowotworowej pozyskane od
152 chorych przed rozpoczgciem leczenia przeciwnowotworowego. Wystepowanie infekcji
HPV16 badano metodg tancuchowej reakcji polimerazy z detekcja w czasie rzeczywistym
(gPCR) z zastosowaniem jako matrycy DNA wyizolowanego z nowotworowych tkanek FFPE
zestawem odczynnikow ReliaPrep FFPE gDNA MiniPrep System firmy Promega. Ocene
ekspresji wybranych markerow CSCs (CD44, CD98, ALDH1/2, Oct-3/4, Sox-2, Nanog)
przeprowadzono na podstawie barwienia immunohistochemicznego. Wptyw ekspresji
wybranych markerow CSCs na OS i DFS u chorych na guzy HPV16-zalezne i HPV16-
ujemne oceniono metoda Kaplana-Meiera i testem log-rank. W celu wyrdznienia
niezaleznych  czynnikow  wplywajacych na  przezycia przeprowadzono analize

wielowymiarowa z wykorzystaniem modelu proporcjonalnych hazardow Coxa.

Wyniki: W grupie 152 chorych na HNSCC, infekcje HPV16 stwierdzono w przypadku 36
(23,7%) nowotwordw, przy czym statystycznie istotnie najwickszy odsetek guzow HPV16
dodatnich odnotowano w podgrupie 63 plaskonabtonkowych rakéw gardta $rodkowego
(OPSCC) (41,5%). W badanej grupie 152 o0sob, 5-letnie OS i DFS wynosity, odpowiednio:
451% i 62,0%. Chorzy na HPV16-zalezne HNSCC charakteryzowali si¢ wigkszym
prawdopodobienstwem 5-letnich OS 1 DFS w poréwnaniu do chorych HPV16 ujemnych,
cho¢ w przypadku obu punktow koncowych roznica nie byta istotna statystycznie (P=0,121
dla OS 1 0,078 dla DFS). Poniewaz wykazano statystycznie istotnie wigkszy odsetek infekcji
HPV16 w OPSCC, osobng analiz¢ przezy¢ przeprowadzono dla podgrupy 63 chorych na guzy
w tej lokalizacji. W podgrupie tej obecnos¢ HPV16 nie wplywata w statystycznie istotny
sposob na 5-letnie OS (P=0,086), natomiast zakazenie to bylo statystycznie istotnie
skorelowane z wigkszym prawdopodobienstwem 5-letnich DFS (P=0,048). Biorac zatem pod
uwage ten wynik, jak rowniez fakt, Ze najwigkszy odsetek wirusowej infekcji stwierdzono w
podgrupie chorych na OPSCC, a w pozostatych lokalizacjach byl on statystycznie istotnie
mniejszy, zdecydowano przeprowadzi¢ dalszg czg$¢ analizy w podgrupie 63 chorych na
OPSCC. Wsrod 63 OPSCC, nadekspresje CD44, CD98, ALDH1/2, Nanog Oct-3/4 i Sox-2
stwierdzono odpowiednio w: 43 (68,2%), 30 (47,6%), 33 (52,4%), 53 (84.1%), 0 (0,0%) i 27
(42,9%) nowotworach. Rozklad guzéw z brakiem nadekspresji i nadekspresja CD44 byt



statystycznie istotnie zalezny od stopnia zaawansowania Kklinicznego T (P=0,024) i
immunoreaktywnosci P16 (P=0,040). Brak nadekspresji CD98 istotnie czgsciej stwierdzono
w guzach kobiet (P=0,029), starszych chorych (P=0,032), nienaduzywajacych alkoholu
(P=0,0135) 1 niepalacych natogowo papierosow (P=0,042). Brak nadekspresji ALDH1/2
istotnie czgsciej wystepowat wsréd guzow rogowaciejacych (P=0,005). Odsetek guzow z
brakiem nadekspresji badZ nadekspresja Nanog byt statystycznie istotnie zwigzany z wiekiem
chorych (P=0,017), ptcig (P=0,003) i poziomem spozycia alkoholu (P=0,014). Wéréd HPV 16
dodatnich OPSCC statystycznie istotnie czeSciej wystepowaly nowotwory z brakiem
nadekspresji CD98 (P=0,011), nadekspresjg Nanog (P=0,033) i brakiem nadekspresji Sox-2
(P=0,003). W podgrupie chorych HPV16-zaleznych (n=25), jednoczynnikowa analiza
przezy¢ wykazata istotnie wyzsze OS chorych z mniejszym poziomem palenia tytoniu
(P=0,037) i mniejszymi stopniami klinicznego zaawansowania N (P=0,028).
Wieloczynnikowa analiza regresji Coxa ujawnila, ze w podgrupie z wirusowa infekcja
niezaleznymi korzystnymi czynnikami prognostycznymi byly: mniejszy poziom palenia
tytoniu (P=0,036) i mniejsze stopnie klinicznego zaawansowania N (P=0,023). W podgrupie
tej odnotowano takze istotnie wicksze 5-letnie DFS dla chorych charakteryzujacych sie
mniejszymi stopniami klinicznego zaawansowania T (P=0,043), brakiem nadekspresji CD44
(P=0,049), brakiem nadekspresji Sox-2 (P=0,003) oraz leczonych jednoczesng
chemioradioterapig z cisplatyng (CRT-CisPt) (P=0,049). Warto zaznaczy¢, ze wszyscy chorzy
z infekcjg HPV16 1 leczeni CRT-CisPt (radykalnie lub uzupetiajaco) przezywali 5 lat bez
objawow choroby nowotworowej. W podgrupie HPV16 dodatniej w wieloczynnikowej
analizie regresji Coxa zidentyfikowano jako niezalezne korzystne czynniki prognostyczne dla
5-letnich DFS: brak nadekspresji CD44 (P=0,012) i brak nadekspresji Sox-2 (P=0,027). W
podgrupie chorych na HPV16-ujemne OPSCC jako niezalezne korzystne czynniki
prognostyczne ujawniono mniejsze stopnie zaawansowania T (P=0,000) dla OS oraz mniejsze
stopnie zaawansowania T (P=0,016) i N (P=0,045) dla DFS. W tej podgrupie, oceniane
markery CSCs nie miaty wplywu na przezycia chorych.

Whnioski: W podgrupie chorych na HPV16-zalezne ptaskonabtonkowe raki gardia
srodkowego niezaleznymi korzystnymi czynnikami prognostycznymi w przypadku
przezy¢ bezobjawowych sa: brak nadekspresji CD44 i brak nadekspresji Sox-2.
Wprowadzenie oznaczenia tych markerow do praktyki kliniczne; celem
roznicowania rokowania chorych z infekcja HPV16 wymaga jednak dalszej

walidacji immunohistochemicznej metody oznaczania ich ekspresji, badan



eksperymentalnych majacych na celu wyjasnienie mechanizméw biologicznych
przedstawionych odkry¢ oraz badan klinicznych na wigkszej liczbie chorych.
Analizowane markery nowotworowych komoérek macierzystych nie majg
prognostycznego znaczenia w podgrupie chorych na HPV16-ujemnego

ptaskonabtonkowego raka gardta srodkowego.



