STRESZCZENIE

Wprowadzenie

Raki gtowy i szyi to grupa nowotworéw ze stosunkowo wysokim wskaznikiem
zachorowalno$ci i umieralno$cia. Stanowia one znaczacy problem zdrowotny ze
wzgledu na swoja lokalizacje, ktora jest trudno dostepna dla leczenia
chirurgicznego i ze wzgledu na agresywny przebieg choroby. Adjuwantowe
leczenie, takie jak radioterapie (RT), albo chemioradioterapie (CRT)
pooperacyjng stosuje sie w rakach gtowy i szyi w zaawansowanym stadium
choroby lub w przypadku kliniczno-patologicznych czynnikéw ztego rokowania.
Jednakze te metody leczenia nie sg wolne od powiktan. Dlatego tak wazna jest
stratyfikacja ryzyka, by do tego typu leczenia zakwalifikowaé pacjentéw, ktérzy
najbardziej go potrzebuja. Potrzebne sa nowe czynniki kliniczno-patologiczne,
ktére wspomogg proces podejmowania decyzji co do rodzaju leczenia. Stosunek
ilosciowy komorek i podscieliska (tumor-stroma ratio: TSR) to nowy czynnik,
ktory niedawno zostat potwierdzony jako prognostyczny w réznych typach
nowotworéw. Koreluje on z dtuzszym czasem przezycia wolnym od choroby
(DFS) i czasem przezycia catkowitego (0S) dla guzéw, ktérych ilos¢ podscieliska
jest mniejsza w stosunku do komérek wtasciwych guza (nowotwory ubogie w
podscielisko - SLT vs. nowotwory bogate w podscielisko- SHT), z punktem
odciecia ustalonym na poziomie 50% podscieliska. W nowotworach glowy i szyi

TSR byto przedmiotem nielicznych badan.

Zatozenia i Cele

Zatozenia i cele projektu byty nastepujace: 1) przeanalizowaé¢ TSR i jego
prognostyczna warto$¢ u pacjentéw z rakiem ptaskonabtonkowym gltowy i szyi
(HNSCC), ktérzy przeszli zabieg operacyjny pierwotnego guza i adjuwantowg RT
lub CRT z intencjg lecznicza, 2) ustali¢ punkt odciecia dla TSR, ktéry najlepie;j
oddzieli pacjentéw z SHT od tych z SLT pod wzgledem prognostycznym, biorgc
pod uwage DFS i OS, 3) zbadac¢ leukocyty naciekajgce guz (TILs) i znalez¢

korelacje miedzy TSR a reakcja uktadu immunologicznego.



Metodologia

Badanie polegato na retrospektywnej analizie danych klinicznych i
patologicznych pacjentéw z HNSCC, ktérych bloczki parafinowe z wycinkéw
operacyjnych byty dostgpne na oddziale Patologii Nowotworéw w
Wielkopolskim Centrum Onkologii w Poznaniu. Ze szpitalnej bazy danych zostali
wybrani pacjenci z HNSCC spetniajgcy nastepujace kryteria: stadium pT1-T4,
pNO-N3, MO, ktérzy przeszli zabieg operacyjny pierwotnego guza i adjuwantowga
RT lub CRT z intencjg lecznicza w latach od 2011 do 2016. W sumie do projektu
wybrano 91 biopsji od pacjentéw z rakiem: gardta, krtani, warg i jamy ustne;j.
Kliniczne dane z poczatku leczenia jak i z okresu obserwacji uzyskano z systemu
informatycznego szpitala. Parametry patomorfologiczne wyszukano w
rozpoznaniach lub odczytano z biopsji. TSR zostato ocenione w sposéb
potilosciowy na wycinku barwionym hematoksyling-eozyng (HE)
odpowiadajgcym punktowi najgtebszego naciekania, w polu widzenia
posiadajgcym najwiecej podscieliska pod 10-krotnym powiekszeniem
obiektywu. Ten parametr zostat wyrazony jako procent komponentu
podscieliska raka w ocenianym polu. TILs zdefiniowano jako naciek komérek
zapalnych jednojadrowych w tkance guza, z wytgczeniem nacieku
wielojagdrowego. Dla kazdego wycinku dokonano oceny potilosciowej w obszarze
reprezentujgcym naciek nowotworu. TILs naciekajace podscielisko (sTILs) i
komorki wtasciwe guza (iTILs) zostaty osobno ocenione i wyrazone jako procent
podscieliska lub tkanki wtasciwej guza, ktére zajmuja. Wynik reprezentowat
naciek TILs usredniony z catego wycinku ocenionego pod matym
powiekszeniem, a w razie potrzeby, celem uéciélenia, pod 20-krotnym
powiekszeniem obiektywu. Nastepujace barwienia immunohistochemiczne
(IHC) zostaty ocenione pod wzgledem gestoéci nacieku: CD3 (limfocyty T), CD4
(Th)(limfocyty T pomocnicze), CD8 (limfocyty T cytotoksyczne), CD20 (limfocyty
B), CD681CD163 (makrofagi zwiazane z nowotworem odpowiednio typu M1 i
M2). Do oceny kazdego barwienia wybrano losowo trzy pola widzenia pod 40-
krotnym powiekszeniem obiektywu. Trzy wyniki zostaty wygenerowane
odpowiednio dla leukocytéw naciekajacych podscielisko i dla tych obecnych w
tkance wiasciwej guza. Do oceny nacieku wyzej wymienionych populacji

leukocytéw postuzono sig skalg potilosciowa, z wartoéciami oscylujgcymi



miedzy O (naciek leukocytarny nieobecny w ocenianym polu) a 3 (obfity naciek
leukocytarny w ocenianym polu). Nastepnie policzono éredni wynik dla kazd ego
barwienia i przedziatu (podscielisko lub tkanka wtasciwa guza) i Sredni ogdlny

wynik z obu przedziatéw np. sCD3, iCD3, $redni CD3.

Wyniki:

Przeprowadzono analizg¢ opisowa danych klinikopatologicznych. Krzywe
przezycia Kaplana-Meiera dla SHT i SLT rozchodzity sie dla OS okoto 19 miesigca
po operacji, a dla DFS okoto 17 miesigca. Tendencje do dtuzszych przezy¢
wykazywali pacjenci z SLT (P>0,05). Punkt odciecia na poziomie 40%, to zZnaczy
SHT o ilo$ci >40% podscieliska i SLT o ilosci <40% poscieliska, wydawat sie
bardziej adekwatnie dzieli¢ nowotwory na SHT i SLT pod wzgledem
prognostycznym dla OS i DFS niz punkt odciecia 50%, mimo iz nie osiggnieto
istotno$ci statystycznej (P>0,05). Znaleziono statystycznie istotng réznice
pomiedzy gestoscig nacieku sTILs w SHT i SLT (P=0,04). Zaobserwowano wiecej
sTILs w SLT (mediana:40%; dolny kwartyl: 20%; gérny kwartyl: 60%) niz w SHT
(mediana: 30%; dolny kwartyl: 20%; gérny kwartyl: 40%). Znaleziono
statystycznie istotng roznice pomiedzy SHT i SLT jesli chodzi o sCD20 (P=0,00 7)
i Srednie warto$ci CD20 (P=0,009). Ponadto znaleziono odwrotng korelacje
migdzy sCD20 a TSR i migdzy $rednim CD20 i TSR: im wiecej podécieliska w
guzie, tym mniejszy naciek sCD20 i $redni naciek CD20. Zaobserwowano
zdecydowanie nizsze ryzyko zgonu przy wiekszej iloci nacieku limfocytéw Th w
podscielisku (sCD4) (wspétczynnik ryzyka (HR), 0.095; 95% CI, 0,02-0,49;
P=0,005).

Whnioski:

Zatozenia i cele pracy zostaty spetnione. Znaleziono trend w kierunku dtuzszych
czasOw przezy¢ DFS i OS dla SLT w poréwnaniu do SHT. Ta obserwacja jest
zgodna z wynikami innych badan, ktére opisaty dtuzsze przezycia dla SLT. Tak
wigc SHT pokazujg trend w kierunku gorszego rokowania jesli chodzi o DFS i S,
Ten trend zostat potwierdzony niezaleznie od punktu odciecia. Mimo, iz punkt

odcigcia 40% nie uzyskat istotnosci statystycznej, wydawat sie bardziej



adekwatnie dzieli¢ nowotwory pod wzgledem prognostycznym na SHT i SLT niz
punkt odciecia 50%. SLT cechowaly sie zdecydowanie bardziej obfitym
naciekiem sTILs niz SHT. Ponadto, im wiecej podscieliska w guzie, tym mniej
obfity naciek limfocytéw B w podscieliskuy, jak i $redni naciek z obu przedziatéw.
Mozna wysnuc¢ hipotezg, Ze im wiecej podicieliska, tym trudniej jest dla TILs i dla
limfocytéw B nacieka¢ nowotwér. Alternatywnie, im bardziej obfity naciek sTILs
i limfocytéw B, tym trudniej jest rozwina¢ sie podscielisku. Biorac pod uwage te
wyniki, limfocyty B naciekajgce podicielisko w naszej grupie badawczej wydajg
si¢ by¢ zwigzane z lepszym rokowaniem, gdyz jest ich wiecej w SLT, ktore to
nowotwory majg ogélnie lepsze rokowanie. Zdecydowanie mniejsze ryzyko
zgonu zostato zaobserwowane dla nowotworéw o wiekszej ilosci limfocytéw Th
(CD4) naciekajacych podscielisko (HR, 0.095; CI 95%, 0.02 - 0.49; P=0.005). Ten
fakt mozna wyttumaczy¢ tym, ze wiekszos¢ limfocytéw Th w HNSCC to limfocyty
T regulatorowe (Tregs), ktére zostaty okreslone jako pozytywny marker
prognostyczny w HNSCC w innych badaniach. Ta pozytywna warto$¢
prognostyczna sCD4 moze by¢ réwniez poparta faktem, iz limfocyty Thi, majgce
funkcje antynowotworows i przeciwdziatajaca wiéknieniu, moga by¢
potencjalnie bardziej liczne w podscielisku niz limfocyty Th2.

Podsumowujgc, TSR jest potencjalnie prognostycznym markerem u pacjentéw z
HNSCC po chirurgicznym wycieciu pierwotnego guza i adjuwantowej RT lub
CRT. TSR, zwlaszcza w polaczeniu z TILs i ich okre$lonymi populacjami (sCD20,
Srednie CD20 i sCD4), mégtby wspoméc ocene ryzyka i tym samym stanowi¢

podstawe do spersonalizowanego leczenia pacjentéw z HNSCC.



