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Paan ja kaulan alueen syovat muodostavat maailman kuudenneksi yleisimman syoparyhman. Yli 90
% paan ja kaulan alueiden syoOvista on levyepiteelikarsinoomia (HNSCC). Viiden vuoden
eloonjaamisprosentti HNSCC:ssa on 55. Diagnostiikka perustuu syovasta otettavan koepalan
histopatologisiin tutkimuksiin. HNSCC:n hoitoon vaikuttavat muun muassa kasvaimen TNM-
luokitus, kliiniset- seka kuvantamistutkimukset. HNSCC luokitellaan usein myds syévan anatomisen
sijaintinsa mukaan.

Taman tutkimuksen tavoitteena oli tutkia OCT4:n roolia kurkunpaan 1) dysplasiassa, 2) dysplasiassa,
joka kehittyi karsinoomaksi sekd 3) kurkunpdan karsinoomassa. OCT4 on transkriptiotekija, joka
saatelee solun erilaistumisen ja uudistumisen kannalta tarkeiden geenien ilmentymista. OCT4:n
yhtend tehtdavand on myos ylldpitdd solujen erilaistumiskykya. Lisdaksi OCT4 on mukana
signaalivalityksen saatelyssa seka solujen epigeneettisessa saatelyssa.

Tassa tyossa tutkittavien potilaiden ryhma valittiin tunnistamalla TYKS:n potilasrekisteristda ne
potilaat, joilla on vuosina 2005—-2015 todettu histologisessa naytteessa kurkunpadssa dysplasia-
tasoinen muutos. Edelld mainittujen potilaiden tunnistamisen jalkeen tutkittavat kudosnaytteet
tilattiin AURIA-biopankista. Ndiden potilaiden kudosndytteille tehtiin OCT4 immunohistokemialliset
varjaykset. Tutkimuksessa pyrittiin selvittamaan miten OCT4 positiivisuus vaikutti kurkunpaan
dysplasian tai karsinooman aggressiivisuuteen. Tilastollista merkitsevyytta analysoitiin kdayttamalla
y*-testia ja Kaplan-Meier eloonjadamisanalyysia.

Potilaiden immunohistokemiallisista naytteista vertailtiin OCT4 positiivisuutta edelld mainittujen 1),
2) ja 3) ryhmien valilla. Naissa ei ollut tilastollisesti merkitsevda eroa. Tilastollista eroa ei ollut
myoskaan OCT4-positiivisuuden ja kuolleisuuden vililla. Kaplan-Meier analyysissa huomattiin, etta
potilailla, joilla on edeltava, histologisesti todettu dysplasia on alhaisin kuolleisuus verrattuna
dysplasiapotilaisiin tai potilaisiin, jotka ovat saaneet karsinoomadiagnoosin ilman edeltavaa
dysplasiaa. Nama potilaat ovat olleet oletettavasti erikoissairaanhoidon seurannassa, joka nayttaisi
loytdavan dysplasian pohjalta kehittyvat pahanlaatuiset kasvaimet aikaisessa vaiheessa, jolloin
syovan hoito on myo6s tehokkainta. OCT4 ei taman tutkimuksen perusteella toimi ennusteellisena
biomarkkerina kurkunpaan dysplasiassa tai kurkunpaan levyepiteelikarsinoomassa.

Avainsanat: HNSCC, Dysplasia, OCT4
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1. JOHDANTO

Paan ja kaulan alueen syopa on maailman kuudenneksi yleisin syopa. Uusista tapauksista 90 % on
levyepiteelisyopia, joista kdytetddn lyhennettda HNSCC (head and neck squamous cell carsinoma).
Maailmanlaajuisesti vuosittain todetaan 890 000 uutta HNSCC tapausta ja yli 430 000 potilasta
kuolee HNSCC:hen vuosittain (Routila ym. 2022, Johnson ym. 2020). HNSCC:t ovat ryhma kliinisesti
heterogeenisia ja osittain aggressiivisesti kayttaytyvia syopia. Potilaiden ennusteeseen negatiivisesti
vaikuttavat HNSCC:n herkkd metastasoituminen kaulan imusolmukkeisiin, paikallinen
uusiutumistaipumus seka kayttokelpoisten biomarkkereiden vdahdinen maara taudin etenemisen

arvioinnissa.

HNSCC diagnoosi perustuu biopsiaan, josta saadaan kasvaimen histologinen luokitus. Kurkunpaan
alueella biopsia vaatii tavallisesti nukutustoimenpiteen, joka mahdollistaa nakdkontrollissa
tehtdavan kudosnaytteen ottamisen kurkunpaan muutoksesta. Kasvaimen histologisen luokituksen
ja levinneisyyden selvittamiseksi tehddan usein myos kuvantamistutkimuksia. Naitd ovat padan ja
kaulan alueen tietokonetomografiakuvaus (CT), magneettikuvaus (MRI) ja levinneisyyden
arvioimiseksi tehtava PET-tietokonetomografia (PET-CT). Rintakehan kuvantaminen CT:llda on
paikallisen levinneisyyden selvittdmiseksi usein myos tarpeellista. Erotusdiagnostiikkaa dysplastisen
muutoksen ja HNSCC:n valilla vaikeuttaa se, etta dysplastista muutosta ja HNSCC:ta on usein
kliinisesti mahdotonta erottaa toisistaan. Usein muutoksen pahanlaatuisuuden poissulku vaatiikin
diagnostista laryngomikroskopiaa, jossa muutoksen histologia varmistetaan nukutuksessa

tehtavassa biopsiassa (Johnson ym. 2020).

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittda OCT4:n ilmentymistd sekd merkitysta kurkunpaan
dysplasiassa sekd HNSCC:ssd. OCT4 on transkriptiotekijd, joka saatelee solujen erilaistumisen ja
uudistumisen kannalta tarkeiden geenien ilmentymista (Patel ym. 2022). Yhtena OCT4:n tehtdvana
on myos yllapitda solujen monikykyisyyttd, eli pluripotenttiutta, estamalla solujen erilaistumista
(Patel ym. 2022, Mishra ym. 2020). OCT4:1l3 on aikaisemmissa tutkimuksissa osoitettu olevan
merkitystd myos HNSCC:n aggressiivisuuden seka hoitovasteen saatelyssa (Mishra ym. 2020, Routila
ym. 2022). Routilan tutkimus osoitti, ettd OCT4 positiivisuus HNSCC:ssa oli yhteydessa

suurentuneeseen kuolleisuuteen, silloin kun hoitolinjana oli pelkkd sdadehoito. Kuitenkin HNSCC



potilaat, joiden hoidossa kdytettiin sadehoidon rinnalla cisplatiinia (kemosadehoito), OCT4:sta
aiheutunut saderesistenttiys seka lisdantynyt syopakuolleisuus saatiin kumottua. Mielenkiintoista
Routilan tyossa oli myds suuri OCT4 ilmentymisen vaihtelu HNSCC potilaiden valilla seka se, etta

anatomisesti voimakkain OCT4-ekspressio esiintyi kurkunpaassa.

Tassa retrospektiivisessa tutkimuksessa tutkittiin histologisesti varmennettuja dysplasia-asteisia
muutoksia kurkunpdan alueella potilailla, joilla dysplasia ei seuranta-aikana muuntunut
karsinoomaksi. Vertasimme naiden potilaiden kudosnaytteita potilaskohorttiin, jossa potilailla oli
seuranta-aikana dysplasian lisdksi karsinoomatasoinen muutos. Lisdksi omana potilasryhmana olivat
potilaat, joilla karsinoomadiagnoosia oli edeltanyt paan ja kaulan alueen dysplasiamuutos.
Potilaiden kudosnaytteille tehtiin OCT4 immunohistokemialliset varjaykset (IHC). OCT4 IHC:n
voimakkuutta arvioitiin laskemalla OCT4 positiiviset solut patologin varmistaman dysplasia tai
HNSCC muutoksesta. Taman jalkeen tutkitun alueen negatiiviset ja positiivisesti varjaytyneet solut
laskettiin ja mikali yli 10 % soluista oli positiivisia, tulkittiin ndyte positiiviseksi. Lopuksi OCT4 IHC
tulokset yhdistettiin potilaiden seurantatietoihin. Varjays- ja kliinisten seurantatietojen tulokset
analysoitiin kayttamalla SPSS datankasittelyohjelmaa. Ryhmien vélisia eroja tarkastellessa

tilastollista merkitsevyytta mitattiin Chi-Squaren analyysilla seka Kaplan-Meier kuvaajilla.

Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia OCT4:n ilmentymistd dysplasiassa ja HNSCC:ssd. Tarkemmin
varjaytyvyytta tutkittiin dysplasiaa sairastavilla potilailla, joilla dysplasia ei seuranta-aikana
kehittynyt karsinoomaksi. Lisaksi OCT4 varjaytyvyytta verrattiin potilaisiin, joilla dysplasia oli
kehittynyt karsinoomaksi. Laajemmin taman tyon tarkoituksena oli tutkia voisiko OCT4 IHC varjaysta
kdayttda ennustamaan dysplasia-tasoisen kurkunpaan muutoksen kehittymistda pahanlaatuiseksi.
Kliinisessa tyossa taman tyyppisen aggressiivisuutta ennustavan biomarkkerin l6ytaminen olisi
tarkeas, silla kurkunpéaan alueella oleva dysplasia muutos vaatii tiivista seurantaa, joka kuormittaa

niin potilasta, kuin terveydenhuoltojarjestelmaakin.



2. TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Paan ja kaulan alueen syovat

2.1.1. Jaottelu anatomisesti ja histologisesti

HNSCC voidaan jakaa anatomisen sijaintinsa mukaan eri kategorioihin: suuontelon ja huulen alueen
syOpd, laryngeaalinen syopa, nasofaryngeaalinen syo6pd, orofaryngeaalinen sy6pa ja
hypofaryngeaalinen syopa. Tassa tyodssa keskityttiin limakalvomuutoksiin, jotka sijaitsevat

kurkunpaan alueella.

HNSCC saa alkunsa levyepiteelista. Eteneminen HNSCC:hen alkaa epiteelin paksuuntumisesta, eli
hyperplasiasta. Taman jalkeen epiteeliin ilmaantuu dysplasia-tasoista muutosta, jota luonnehtii
paksuuntunut epiteeli, tuma- ja solukoon vaihtelu, tyvikerroksen hairiét ja kasvanut mitoottinen
aktiivisuus. Taman jalkeen muutos etenee in situ karsinoomaksi, jossa on jo karsinoomalle tyypillista
solukkoa, mutta ei invaasiota epiteelin tyvikalvon lapi. Kun epiteelin alaisten rakenteiden invaasiota

tapahtuu, luokitellaan muutos levyepiteelikarsinoomaksi (Johnson ym. 2020).

Yleisena kliinisend HNSCC sy6van levinneisyytta kuvaavana luokituksena kdytetdan TNM-luokitusta.
Tassa luokituksessa arvioidaan primaarikasvaimen kokoa (T) asteikolla 0—4; TO = primaarikasvainta
ei todettavissa, T1 = kasvaimen koko suurimmillaan 2 cm tai vdhemman ja invaasiosyvyys 5 mm tai
vahemmadn, T2 = kasvaimen koko suurimmillaan alle 2 cm ja invaasio yli 5 mm mutta alle 10 mm tai
tuumorin koko suurimmillaan yli 2 cm, mutta alle 4 cm ja invaasio alle 10 mm ja T3 = kasvaimen
koko suurimmillaan yli 4 cm tai invaasio yli 10 mm. T4 jakautuu edelleen a ja b luokkaan, joissa
luokittelu tapahtuu invaasion mukaan. Lisdksi arvioidaan etdpesakkeiden lukumaaraa paikallisissa
imusolmukkeissa (N). Naita arvioidaan asteikolla 0—3. NO = paikallisia imusolmuke-etdapesakkeita ei
ole todettavissa, N1 = etdpesadke yksittdisessa samanpuoleisessa imusolmukkeessa, suurimmillaan
3 c¢cm tai vahemman eika kasvua imusolmukkeen ulkopuolelle, N2 = etdpesdke yksittdisessa
samanpuoleisessa imusolmukkeessa, kooltaan yli 3 cm mutta suurimmillaan ei yli 6 cm eika kasvua
imusolmukkeen ulkopuolelle; tai etdpesdkkeitd useammissa samanpuoleisissa imusolmukkeissa,
suurimmillaan ei yli 6 cm eikda kasvua imusolmukkeen ulkopuolelle; tai etapesake
molemminpuolisissa tai vastakkaisissa imusolmukkeissa, joista mikdan ei suurimmillaan yli 6 cm eika

kasvua imusolmukkeen ulkopuolelle, N3 = etdpesake yksittaisessa tai useassa imusolmukkeessa ja



kasvua imusolmukkeen ulkopuolelle. Luokituksessa arvioidaan myds kaukana sijaitsevia
etdpesakkeita (M) asteikolla 0—-1. MO = ei merkkeja kaukana sijaitsevista etdpesakkeistd, M1 =

merkkeja kaukana sijaitsevista etdpesakkeista (Suusyopa: Kdypa Hoito-suositus, 2019).

2.1.2. HNSCC:n syntymekanismi solutasolla

Levyepiteelikarsinooman kehittymisen edellytys on hairié solujen kasvussa, jakautumisessa ja
solujen periman korjaamista yllapitavissa geeneissa (Laiho 2022). HNSCC:ssa tapahtuvia keskeisia
geenimutaatioita ovat CDKN2A:n ja TP53:n inaktivaatio. Nama ovat kasvaimen syntya jarruttavia
geenejd. Onkogeenisten mutaatioiden syntyessd naiden geenien koodaamien proteiinien (p16 ja

p53) maara vahenee kudoksessa.

Yleisesti HNSCC:n ajatellaan syntyvan yksilén omista kantasoluista. Juuri ndissa kantasoluissa edella
mainitut onkogeeniset mutaatiot mahdollistavat normaalin  kantasolun muuttumisen
pahanlaatuiseksi syovan kantasoluksi (cancer stem cell). Aikaisemman kirjallisuuden seka
kantasoluhypoteesin mukaisesti syovan kantasolujen syntymisen taustalla ajatellaan usein olevan
my0s virus tai karsinogeenialtistus (Johnson ym. 2020). Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu
erityisesti kantasolumarkkerin OCT4:n olevan koholla HNSCC:ss&d (Johnson ym. 2020; Routila ym.
2022), joka lisaa kiinnostusta seka tarvetta selvittda tarkemmin OCT4:n roolia my6s paan- ja kaulan

alueen dysplasioissa.

Kuten aikaisemmin mainittiin, syovan syntymisen edellytyksend on kudoksen muuntuminen
esisyopadasteiseksi, eli dysplastiseksi. Dysplasian tyyppipiirteitd mikroskooppisesti kurkunpaan
alueella on paksuuntunut epiteeli, tuma- ja solukoon vaihtelu, tyvikerroksen hairiét ja kasvanut
mitoottinen aktiivisuus. Na&itd dysplasian mikroskooppisia ominaisuuksia sekd eri asteita
tarkastellaan muutoksesta otetusta ndytepalasta. International Academy of Pathologyn (IAP)
suosituksen mukaan dysplasia jaetaan 3 asteeseen ja in situ karsinoomaan. WHO ohjeistuksen
mukaan dysplasiat suositellaan jaettavan kahteen eri luokkaan: low-grade dysplasia, jossa epiteelin
alakolmannes on atyyppinen ja high-grade dysplasiaan, jossa atypiaa esiintyy epiteelissa muuallakin
kuin alakolmanneksessa. High-grade dysplasia sisdltdd myos in situ karsinooman (Aho ym. 2021).

Dysplasian kehittymisen jalkeen osassa soluissa seka dysplasioissa tapahtuu lisdavaurioita ja solun



kasvun saately pettad. Tama saa aikaan dysplastisen kudoksen kehittymisen pahanlaatuiseksi
syOpakasvaimeksi. Yleisesti myos invasoiva eli tunkeutuva kasvutapa on liitetty pelkastdan
syOpakasvaimeen eika dysplastiseen kudokseen. Epdselvaa on kuitenkin mitkd molekyylibiologiset
ilmiot saatelevat dysplasian muuttumista karsinoomaksi ja miten esimerkiksi syépakantasolugeenit,

OCT4 mukaan lukien, ilmentyvat eri dysplasian asteissa.

2.1.3. HNSCC:n Riskitekijat

Klassisesti HNSCC:n kehittyminen on yhdistetty runsaaseen tupakointiin ja alkoholin kdyttéon,
mutta naihin riskitekijoihin liittyvat tapaukset ovat maailmanlaajuisesti laskussa. Talla hetkelld n. 70
% HNSCC-tapauksista on kliinisesti yhdistetty alkoholin kdytt6on ja tupakointiin (Cramer ym. 2019).
Samaan aikaan kuitenkin HPV-tartuntaan (human papillomavirus) yhdistetyt HNSCC-tapaukset ovat
nousussa. Ndin on etenkin Pohjois-Euroopassa ja Pohjois-Amerikassa. HPV-positiivisten ja HPV-
negatiivisten tapausten valilla on kliinisida eroja. Suurin osa HPV-positiivisista HNSCC syodvista
esiintyvat suunielun alueella. HPV-tyypeista varsinkin serotyyppi 16 on yhdistetty suurentuneeseen
riskiin sairastua pdan ja kaulan alueen syopdan. HPV-positiivisuus HNSCC sydvissa ennustaa
pienempaa kuolleisuutta ja isompaa syovan uusiutumisriskia verrattuna HPV-negatiivisiin HNSCC
syOpiin. Paremmasta ennusteesta huolimatta HPV-positiiviset potilaat eivat nykyisten tutkimusten

mukaan hyody syopahoitojen keventamisesta (Cramer ym. 2019, Mylly ym. 2022).

HPV-positiivisten tapausten suhteen epidemiologiset tutkimukset nayttdisivat HPV-rokotuksen
vahentavan oraalisen HPV-infektion ilmentymista 88—93 % (Cramer ym. 2019). Rokotusohjelmien
muuttumisen myota HPV-rokotteiden kaytto vaestdssa lisaantyy. Talla hetkella FDA on laajentanut
HPV-rokotteet koskemaan alle 45-vuotiaita miehid ja naisia. Myods Suomessa THL on lisannyt HPV-
rokotteen kansalliseen rokotusohjelmaan, eli kaikki lapset, joilla ei ole vasta-aiheita, saavat 10-12
vuoden idssa HPV-rokotteen maksutta. Tama tulee tulevaisuudessa todenndkdisesti merkittavasti

vahentamaan HPV-positiivisen pdan ja kaulan alueen syépien ilmaantumista.



2.1.4. Hoitovaihtoehdot

HNSCC syovan hoitovaihtoehtoja ovat joko kirurgia, sddehoito, kemosddehoito tai edelld
mainittujen hoitojen yhdistelmat. Sadehoitoa kdytetdaan yli 50 %:ssa HNSCC-tapauksista. Lisaksi
edenneessda HNSCC:ssa kdytetdan kemoterapiaa, yleisimmin sisplatiini, sddehoidon yhteydessa.
Sisplatiinin kombinoiminen HNSCC potilaiden syopdhoitoon on tutkimusten mukaan parantanut
hoitotuloksia (Lacas ym. 2021). Sisplatiinin kaytto ei kuitenkaan ole ongelmatonta, johtuen taman
ladkkeen munuais- ja sisdkorvatoksisuudesta (Lacas ym. 2021). Lisdksi HNSCC potilaskayttoon on
saatu myods uusia biologisia laakkeita, joista yhtena esimerkkina on anti-EGFR hoito, cetuximabi, joka
on IgGl-monoklonaalinen vasta-aine. Todellinen kliininen haaste on kuitenkin diagnostisten
menetelmien puute, joiden avulla pystyttaisiin esimerkiksi tunnistamaan ne HNSCC potilaat, jotka
hyotyisivat kiistattomasti cetuximabista, vaikka tiedossamme on, ettd EGFR-ilmentyminen on
patologisesti kohonnut jopa 80-90 %:ssa HNSCC:sta (Johnson ym. 2020). Yhteenvetona voidaan
kuitenkin todeta, ettd viime vuosikymmenten aikana tapahtunut kehitys onkologiassa (mm.
sisplatiinin ja cetuximab:n kayttd, checkpoint inhibiittorit ja sadehoito) on vahentianyt HNSCC
potilaiden kuolleisuutta. Viiden vuoden HNSCC:n eloonjaamisprosentti oli vuosina 1992—-1996 55 %,
kun taas TYKS alueen viiden vuoden HNSCC:n eloonjdamisprosentti oli vuosina 2005-2015 69 % (Baxi

ym. 2014, Mylly ym. 2022).

Kirurginen hoito on edelleen p&ahoitomuoto ei-edenneissd (eli paikallisissa) larynxin tai
hypofarynxin syovissa. Varsinkin varhain loydettyihin syopiin kohdistetut vahemman invasiiviset
kirurgiset hoitomuodot ovat vahentdneet kuolleisuutta. Uusia kirurgisia hoitomuotoja ovat mm.
TORS (transoral robotic surgery) ja TLM (transoral laser microsurgery). HNSCC:lla on taipumusta
paikalliseen metastasointiin. Taman vuoksi historiallisesti on usein suositeltu myo6s kaulan alueen

imusolmukkeiden poistamista potilailta, joilla metastasointia ei ole havaittu.

HNSCC:n etenevan luonteen vuoksi syévan varhainen diagnosointi tuottaa parempia hoitotuloksia
eloonjaamisen ja kuratiivisen hoidon suhteen. Lisahaaste HNSCC:n hoidossa on usein sy®van
anatominen sijainti, joka tekee kirurgisesta hoidosta usein haasteellista varsinkin edenneissa
tapauksissa, joissa kasvaimen koko on suurentunut ja anatominen rajautuvuus hamartynyt
invasiivisen kasvutavan vuoksi. Lisaksi terveydenhuollossa oman haasteensa luo myo6s paan- ja

kaulan alueen limakalvojen dysplasia-tasoisten muutosten seuranta, silld on epdselvda mitka



dysplasiat johtavat aikanaan karsinooman eli HNSCC:n syntymiseen ja mitka dysplasiat eivat kehity
koskaan syovaksi. Kurkunpdan limakalvojen dysplasia-muutosten seuranta on potilaiden ja
terveydenhuollon kannalta erityisen haasteellista, koska kaytdnnossa em. muutosten biopsointi
seka histopatologinen varmistus vaativat kdaytannossa nukutuksessa tehtavan kurkunpaan suoran
tahystyksen. Epaselvaa on myos se, miten usein ja milla kliinisilla kriteereillda kurkunpaadysplasia
muutoksia tulisi seurata poliklinikalla ja miten usein naistda muutoksista tulisi ottaa uudet biopsia

nadytteet.

2.1.5 Biomarkkerit HNSCC:n diagnostiikassa seka hoidonohjauksessa

Talla hetkella biomarkkerit, jotka ovat kliinisessa kdytossa HNSCC:n diagnostiikassa seka
hoidonohjauksessa ovat pl6 ja PD-L1 (programmed cell death ligand 1). PD-L1:n korkea
esiintyminen kudoksessa on yhdistetty positiiviseen vasteeseen anti-PD-L1 hoidossa (Ferris ym.
2016). Lisdaantynytta PD-L1 esiintyvyyttd on havaittu n. 50-60 %:ssa HNSCC-tapauksista.
Kudosnaytteestad voidaan laskea PD-L1 positiivisten solujen suhde, jonka perusteella maaritetaan,
onko ndyte negatiivinen vai positiivinen. Anti-PD-L1 hoidosta on kliinisten tutkimusten perusteella

positiivista nayttoa erityisesti PD-L1 positiivisissa HNSCC:issa (Concha-Benavente ym. 2016).

OCT4 (Octamer-binding transcription factor 4) toimii kantasolugeenien saatelijana alkion
kantasoluissa (Mishra ym. 2020). Lisaksi OCT4:lld on osoitettu olevan merkittava rooli
tuumorigeneesin aikana monissa eri syovissd HNSCC mukaan lukien (Villodre ym. 2016, Routila ym.
2022). HNSCC:ssd OCT4 positiivisuus on yhdistetty suurentuneeseen kuolleisuuteen, silloin kun
hoitolinjana oli pelkkd sadehoito. (Routila ym. 2022) Routilan tutkimuksessa oli myds mukana
potilaita, joilla tuumorin anatominen sijainti oli kurkunpaassa. Routilan tutkimuksessa huomattiin,
ettd OCT4 positiivisuus oli kurkunpaan alueella sijaitsevassa kasvaimessa yleisempaa kuin muualla
paan tai kaulan alueella. Kliinisesta kaytosta kuitenkin puuttuu biomarkkeri, jota voitaisiin kayttaa
ennustamaan dysplasia-tasoisen muutoksen kayttaytymista tai muuntumista esimerkiksi HNSCC-

kasvaimeksi.



3. AINEISTO JA MENETELMAT

Taman tutkimuksen aineisto koottiin Turun Yliopistollisen keskussairaalan alueelta Auria-biopankille
suostumuksen antaneista potilaista, joille oli vuosina 2005-2015 tehty kurkunpdan tahystys, jonka
yhteydessd kurkunpdadstd oli otettu my6s kudosndyte. Seurantajakso loppui 2020.
Toimenpidekoodeina kaytettiin hakua tehdessd DQB10, DQA10 tai DQB70. Taman jalkeen
aineistosta poistettiin patologien lausuntojen perusteella ne potilaat, joilla ei biopsiassa esiintynyt
kurkunpaan alueella dysplasiaa tai levyepiteelikarsinoomaa. Edelld mainitut hakukriteerit tayttavia
potilaita oli yhteensa 87 (kaavio 1). Ndma potilaat muodostivat tutkimuksen kliinisen kohortin.
Taman kohortin perusteella haettiin potilaiden PAD-naytteet, jotka patologi viela verifioi. Kliinisesta
kohortista 11 tutkittavalla ei ollut kudosndytetta jaljella analysoitavaksi. Tutkittavista 57:Ita
potilaalta oli saatavilla dysplasiaa sisaltava nayteblokki, joista tehtiin OCT4 varjaykset. Lisaksi 19:sta
karsinoomaa sairastavasta potilaasta oli saatavilla naytteet, joille tehtiin myds OCT4 varjaykset.
OCT4 positiivisuutta arvioitiin nadytteistd laskemalla patologin varmistamasta edustavasta
histologisesta alueesta (dysplasia, HNSCC) OCT4 positiivisten solujen esiintyvyys. OCT4 ekspressio
jaoteltiin IHC varjayksen voimakkuuden mukaan: (0) negatiivinen, (1) heikko positiivinen, (2) vahva

positiivinen.

Tutkittavat jaettiin kliinisten tietojen perusteella kolmeen eri ryhmaan. Yhden ryhman muodostivat
potilaat, joilla havaittiin dysplasiaa, mutta dysplasia ei kehittynyt levyepiteelikarsinoomaksi
seurannan aikana. Toinen ryhma muodostettiin potilaista, joille kehittyi dysplasian jalkeen
seurannassa levyepiteelikarsinooma. Kolmas ryhma koostui potilaista, joilla histopatologisissa
ndytteissa havaittiin levyepiteelikarsinoomaa, mutta joilla ei edeltavasti ollut todennettua paan tai
kaulan alueen dysplasiaa. Potilaiden kudosnaytteet tilattiin Auria-biopankista, jonka jalkeen
naytteille tehtiin immunohistokemialliset varjaykset OCT4 vasta-aineella. Taman jalkeen naytteet
skannattiin sahkdiseen muotoon, jonka jalkeen patologi merkitsi digitaalisiin naytteisiin dysplasiaa
ja karsinoomaa sisaltavat alueet. OCT4 ndytteista tutkimme dysplasian ja karsinooman alueella
olevien solujen tumavarjaytyvyytta, eli solujen OCT4 positiivisuutta. Lisaksi arvioimme OCT4:n
sytoplasmista positiivisuutta. Tilastollisina analyyseina tassa tyossa kaytettiin Chi-Square analyysia.

Lisaksi potilaiden selviytymista tarkasteltiin tilastollisesti kdyttden Kaplan-Meier analyysia.



Sahkoisen potilasarkiston haku kayttaen

DQB10, DQA10 tai DQB70
toimenpidekoodeja ja J38.3, J38.7, J37 tai
D14.1 diagnoosikoodeja aikavalilld 2005-15

n =341

Poissulkukriteerit

Potilaat, joilla todettu dysplasia tai

HNSCC aikavdlilld 2005-15 n = 87

Ei dysplasiaa tai HNSCC diagnhoosia n = 254

Kliinisten markkereiden analysointi

Histologinen ndyte saatavillan =63

Ei histologista ndytettd saatavillan =24

e Sukupuoli
e |kd
e Tupakointi

» Histologia

Statistinen analyysi HNSCC riskitekijoistd

Kaavio 1. Ekskluusio ja inkluusiokriteerit ja tutkittavien ryhman muodostaminen aineistosta
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4. TULOKSET

Kliinisesta kohortista (n = 87) 81 % (n = 71) oli miehia ja 19 % (n = 16) naisia. Seuranta-aikana 54
%:lla (n = 47/87) esiintyi biopsioissa pelkkada dysplasiaa ja 20 %:lla (n = 17/87) tutkittavista
dysplasia kehittyi seuranta-aikana HNSCC:ksi. 26 %:lla (n = 23/87) tutkittavista ei dysplasialla ja
karsinoomalla ollut ajallista yhteytta, vaan molemmat havaittiin joko samassa biopsiassa, tai ensin
|6ydettiin karsinooma ja taman jalkeen seurannan aikana otetuissa kurkunpaan kudosnaytteissa

esiintyi dysplasiaa.

Tupakointia riskitekijana arvioitiin asteikolla 0—4. (0) alle 10 askivuotta, (1) 10-20 askivuotta (2)
20-30 askivuotta, (3) 30—40 askivuotta ja (4) yli 40 askivuotta. Tulokset koko tutkittavien
aineistossa oli seuraavat: (0) 15 %; (1) 13 %; (2) 20 %; (3) 16 %; (4) 36 %. Alle 10 askivuotta
tupakoineita oli siis 15 % (13/87) ja pitempiaikaista tupakointia oli 85 %:lla (74/87) (taulukko 1).
Tupakoivista 41 % ei ollut seurannassa diagnoosin ja hoidon aloituksen jalkeen lopettanut
tupakointia. Alkoholin kayttoa arvioitiin asteikolla kylla tai ei. Alkoholia kaytti sdannéllisesti 23 %
tutkittavista. 21 % potilaista ei kdayttanyt sddanndllisesti alkoholia. Lopuista tutkittavista ei kyseista

tietoa ollut saatavilla.

Tupakointi

35
30
25

20

15 B Total
| I I I
0
0 1 2 3 4

Taulukko 1. Tupakointi. (0 = <10 askivuotta (av); 1 = 10-20 av; 2 = 20-30 av; 3 =30-40 av; 4 = >40

o

(6]

av).
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Sukupuoli N =87 %
Mies 71 82
Nainen 16 18
Ika

<65 73 83
>65 14 17
Tupakointi

Yli 10 askivuotta 74 85
Alle 10 askivuotta 13 15

Taulukko 2. Tutkimusaineiston kliiniset muuttujat (sukupuoli, ika ja tupakointi). Lukumé&arat ja prosenttiosuudet.

Seuraavaksi tarkasteltiin kymmenen vuoden selviytymista eri tutkimusryhmissa. Tutkimusaineisto
jaettiin aikaisemman kaltaisesti kolmeen ryhmaan. Ryhman (1) muodosti potilaat, joilla oli
diagnosoitu pelkka dysplasia, joka ei seurannassa edennyt karsinoomaksi (n =47/87). Ryhmassa (2)
dysplasian diagnosoinnin jalkeen potilaille kehittyi karsinooma (n = 17/87) ja ryhmassa (3) potilailla
oli karsinooma, jota ei ajallisesti edeltanyt todettu kurkunpaan dysplasia (n = 23/87). Tilastollisesti
merkitsevaa eroa viisivuotisselviytymisessd eri ryhmien valilla ei todettu (p = 0.121). Kayrien
trendien mukaan (kuvaaja 1) karsinoomapotilaiden selviytyminen (ryhma 3) oli kuitenkin huonointa.
Korkein selviytyminen oli ryhmassa, jossa karsinooma on kehittynyt dysplasian pohjalta (ryhma 2).

Pelkkaa dysplasiaa sairastavien kayra sijoittui naiden valiin.
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Survival Functions
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Kuvaaja 1. Kaplan-Meier kuvaaja, jossa tutkittavien ryhma muuttujana. Seuranta-aika 10 vuotta.

OCT4 varjayksissa (kuva 1 ja 2) solujen tumapositiivisuus arvioitiin negatiiviseksi (0), heikosti
positiiviseksi (1) tai vahvasti positiiviseksi (2). Pelkdstdan dysplasiaa sairastavien ryhmassa OCT4
varjdysten keskiarvot olivat (0) 60 %; (1) 24 %; (2) 16 %. Suurin osa soluista jai siis negatiiviseksi OCT4
varjaykselle. OCT4 varjaytyvyydessa ei ollut eroja, kun vertailu tehtiin high grade ja low grade
dysplasioiden valilla. Analysoimme myos dysplasia solujen sytoplasman OCT4 positiivisuutta. 76
%:ssa dysplasia ndytteista OCT4 oli positiivinen sytoplasmassa ja 24 %:ssa dysplasia naytteissa
solujen sytoplasma oli OCT4-negatiivinen. Valtaosassa varjayksia sytoplasma siis oli positiivisesti

varjaytynyt.



14

Kuva 1. Vasemmalla karsinoomanayte, jossa padosin positiivisesti varjaytyvia OCT4-soluja. Naissa
soluissa tuma varjaytyy ruskeaksi. Kyseisessa ndytteessa myods sytoplasma varjaytyy padosin
positiivisesti. Oikealla dysplasiaa sisaltavassa naytteessa OCT4 varjayksen jalkeen solut padosin
negatiivisia (tumat sinisid). Myos sytoplasma kyseisessa naytteessa varjayksen jalkeen jaa
negatiiiviseksi. Oikealla yldkulmassa suurennettu alue, jossa nakyy yksittdisia positiivisesti
varjaytyneita soluja.

Kurkunpéaan levyepiteelikarsinoomaa sairastaneiden potilaiden ryhmasta OCT4 varjaykset tehtiin
sekd dysplasia- ettd karsinoomanaytteille. Solujen OCT4 positiivisuus arvioitiin samoin kriteerein
kuin dysplasia analyyseissa, jotka on kuvattu edellisessa kappaleessa. Tassa potilaskohortissa
dysplasia naytteista OCT4 varjaytyvyyden keskiarvot olivat: negatiivisia (0) oli 62 %, heikkoja
positiivisia (1) oli 23 % ja vahvasti positiivisesti (2) varjaytyi 15 %. Sytoplasma oli OCT4 positiivinen
21 naytteessa ja negatiivinen kahdeksassa. Vastaavat tulokset karsinoomanaytteista oli (0) = 67 %;

(1) =24 %; (2) =9 %. Sytoplasma oli OCT4 positiivinen 68 %:ssa naytteita ja negatiivinen 32 %:ssa.
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Dysplasia n =57 %
Positiivinen 33 58
Negatiivinen 24 42

Karsinooma n=20 %
Positiivinen 15 75
Negatiivinen 5 25

Taulukko 3. Naytekohortin potilaiden maarat ja positiivisuus dysplasia- ja karsinoomandaytteissa.

Tuloksia analysoitaessa vertailut tehtiin OCT4-negatiivisten ja OCT4-positiivisten valilla (kuva 1 ja 2).
Nayte tulkittiin OCT4-negatiiviseksi, mikali vahemman kuin 10 % soluista oli positiivisia. Nayte
tulkittiin OCT4-positiiviseksi, mikali yli 10 % soluista oli joko heikosti tai vahvasti OCT4-positiivisia.
Pelkkaad dysplasiaa sairastavien ryhmassa 53 %:lla (n = 17/32) tumavdrjdys oli positiivinen.
Vastaavasti dysplasian pohjalta kehittyneiden karsinoomien ryhmassa 73 %:lla (n =11/15)
tumavarjays oli positiivinen. Karsinoomaryhmassa 63 %:lla (n = 10/16) tumavarjays oli positiivinen.
OCT4 varjaysten tumapositiivisuudella ei ollut ryhmien valilla tilastollisesti merkitsevaa eroa (p =

0.611).
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Kuva 2. Vasemmalla normaalia kudosta, jossa OCT4 varjays jaa padosin negatiiviseksi. Myos
sytoplasma jaa negatiiviseksi. Oikealla dysplasianayte, jossa tumavarjaytyvyys jaa
negatiiviseksi, mutta sytoplasma varjaytyy vahvasti positiivisesti (ruskeaksi).
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Seuraavaksi OCT4-varjayksen positiivisuutta verrattiin paatetapahtumaan Chi-Square analyysilla.
Analyysissa kuolemaa seuranta-aikana pidettiin paatetapahtumana. Analyysit tehtiin dysplasia- ja
karsinoomanaytteistda. OCT4 positiivisten tutkittavien joukossa oli 16 paatetapahtumaa ja OCT4
negatiivisten joukossa 11 padatetapahtumaa. Naiden ryhmien valilld ei havaittu tilastollisesti
merkitsevdaa eroa (p = 0.843). Sama vertailu tehtiin seuraavaksi myds karsinoomanaytteista.
Naytteitd oli 19 ja naistd 14 oli positiivista ja viisi negatiivista. Positiivisten joukossa oli
tutkimusaikana kuusi paatetapahtumaa ja negatiivisten joukossa yksi. Ryhmien valilla ei havaittu

tilastollisesti merkitsevaa eroa (p = 0.363).

Tupakointia ja OCT4 positiivisuutta verrattiin myos aineistossa. OCT4 positiivisessa ryhmassa yli 10
askivuotta tupakoineita oli 84 %. Vastaavasti OCT4 negatiivisessa ryhmassa tama luku oli 84 %. Ero
ryhmien valilld ei ollut tilastollisesti merkitseva (p = 0.982). Tupakoinnin vaikutusta verrattiin myo6s

kuolleisuuteen. Ero ei ollut tilastollisesti merkitseva (p = 0.663).

Dysplasia n =57 %
Positiivinen 33 58
Negatiivinen 24 42

Karsinooma n=20 %
Positiivinen 15 75
Negatiivinen 5 25

Taulukko 3. Naytekohortin potilaiden maarat ja positiivisuus dysplasia- ja karsinoomandytteissa.
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Lopuksi tutkimme OCT4 varjaytyvyyden korrelaatiota kymmenen vuoden selviytymiseen. OCT4
positiivisten ja negatiivisten ryhmien valilld ei ollut tilastollisesti merkitsevda eroa Kaplan-Meier
analyysissa (p = 0.026). Alla olevasta kuvaajasta (kuvaaja 2) nahdaan kuitenkin, ettda OCT4

positiivisilla potilailla kuolleisuuskayra laskee hitaammin, kuin OCT4 negatiivisilla.

Survival Functions

1.0 OCT4-positiivisuus
—ITPositiivinen
—INegatiivinen
I Positiivinen-censored
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Kuvaaja 2. Kaplan-Meier taulukko OCT4-positiivisuus muuttujana. Seuranta-aika kuvaajassa 10 vuotta.

5. POHDINTA

HNSCC:ssa OCT4 biomarkkerin tiedetdan ilmentyvan enemman kuin terveessd populaatiossa
(Johnson ym. 2020). Tassa tutkimuksessa OCT4 positiivisuutta verrattiin kurkunpaan dysplasia- ja
karsinoomapotilaiden valilla. Taman tutkimuksen tulosten mukaan em. potilasryhmien valilla ei
esiintynyt tilastollisesti merkitsevaa eroa OCT4 ilmaantuvuudessa. Ndin ollen voidaan olettaa OCT4

positiivisuuden lisdantyvan jo dysplasia-asteisen muutoksen syntyessa.

Taman tutkimuskohortin potilaista suurin osa oli miehia (82 %), yli 65-vuotiaita (83 %) ja runsaan
tupakkataustan (85 %) omaavia henkilditd. Tama sopii aikaisempaan tutkimustietoon HNSCC:n

riskitekijoista. Tupakoinnilla ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitsevda yhteytta kuolleisuuteen
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tai OCT4 positiivisuuteen. Tassa tutkimusaineistossa alle 10 askivuotta tupakoineita henkildita oli
vain 13. Voidaankin ajatella OCT4 solussa aktivoitumisen olevan monen eri tekijan summa, eika

pelkka tupakoiminen nayttdisi aktivoivan OCT4:n ilmentymista soluissa.

Selviytymista tarkastellessa huomattiin, etta potilailla joilla karsinooma oli kehittynyt dysplasian
pohjalta oli parhain viisivuotiselossaoloennuste, joka oli yllattavaa. Oletettavasti ndma potilaat ovat
erikoissairaanhoidon sdanndllisisissa seurannoissa dysplasian |6ytymisen jilkeen, ja tarvittaessa
ndilta potilailta on otettu myo6s uusia biopsioita kurkunpdan epailyttavistda muutoksista. Tama
seuranta nayttaisi onnistuneen hyvin ja tdman potilasryhman kurkunpaan karsinoomat on saatu
diagnosoitua jo taudin varhaisessa vaiheessa. Tassa ryhmassa olleista 17:sta potilaasta vain viisi
menehtyi kymmenen vuoden seurannan aikana, joka tarkoittaa, ettda 71 % potilaista oli viela elossa
seurannan lopussa. Vastaavasti karsinoomadiagnoosin ilman edeltdvaa dysplasiaa saaneiden
ryhmassa oli 23 potilasta, joista 10 vuoden seurannassa 12 oli menehtynyt. Taman ryhman potilaista
48 % potilaista oli elossa seuranta-ajan loppuessa, mika on huomattavasti huonompi selviytymisaste
kuin erikoissairaanhoidon seurannassa olleessa ryhmassa. Naiden lukujen perusteella
erikoissairaanhoidon aktiivinen seuranta nayttda loytavan pahanlaatuiset kasvaimet nopeasti ja

hoitavan ne tehokkaasti.

OCT4 positiivisuudella ei tdman tutkimuksen perusteella ollut vaikutusta kuolleisuuteen. Tama
tukee aikaisempaa tutkimusnayttod, jonka mukaan OCT4 positiivisuus ei itsendisesti ole
prognostinen biomarkkeri (Routila ym. 2022). Kasvaimen kayttaytymisen taustalla voidaan ajatella

olevan monta tekijaa, joiden summana potilaan ennuste myds maaraytyy.

Tulevaisuudessa HNSCC nayttaisi lisddntyvan varsinkin kehittyneissa maissa (Cramer ym. 2019).
Kuitenkin toivoa herattavasti nahdaan, ettd kuolleisuus pienenee HNSCC:ssd ja eldmanlaatu
paranee hoitojen tehokkuuden kasvaessa. Lisaksi uusien tasmahoitojen kehittyessa syopahoidot
mahdollisesti muuttuvat paremmin siedetyiksi. HNSCC:n seka dysplasioiden tulevaisuuden
haasteena on kuitenkin edelleen diagnostiikan seka sydpdhoitojen kohdentaminen yksildllisesti ja
kustannustehokkaasti. Kliinisessa kaytossa toimivilla biomarkereilla olisi erittdin merkittava hyoty
tassa yksilollisessa syovan hoidon suunnittelussa seka dysplasian ja kasvainmuutosten
aggressiivisuuden ennustamisessa. Useissa syovissd, esimerkiksi rintasyovassa, on jo olemassa

yksittaisia biomarkkereita, esim. HER2, jonka esiintyminen kudoksessa ohjaa rintasy6papotilaiden
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syovanhoitoa. Taman tapaisen biomarkkerin loytyminen HNSCC:ssa olisi myos tarkeda seka

toivottavaa tulevaisuudessa.

Taman tutkimuksen perusteella OCT4 ei ndyttdisi toimivan itsendisend ennusteellisena
biomarkkerina kurkunpaan dysplasiassa tai levyepiteelikarsinoomassa. Aikaisemmat tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd OCT4 IHC varjaysta voitaisiin kdyttdad HNSCC:ssa hoitolinjan valinnassa. OCT4
positiivisuudella on osoitettu olevan yhteys huonompaan hoitovasteeseen potilailla, jotka ovat
saaneet pelkdn sadehoidon (Routila ym. 2022). Tassa tutkimuksessa ei selvitetty, vaikuttaako OCT4
ilmentyminen kurkunpaan dysplasian tai syovan hoitovasteeseen. Ilmeinen tulevaisuuden
tutkimusaihe olisikin selvittda esimerkiksi, vaikuttaako OCT4 ilmentyminen kurkunpdan syovdssa

sade- tai kemosadehoitovasteeseen.
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