Expression scoring of a small‐nucleolar‐RNA signature identified by machine learning serves as a prognostic predictor for head and neck cancer
通过机器学习识别的小核仁RNA（snoRNA）特征的表达评分可作为头颈癌的预后预测因子
摘要：
头颈部鳞状细胞癌（HNSCC）是一种常见的恶性肿瘤，由于缺乏预测标志物，死亡率高，预后差。越来越多的证据表明小核仁 RNA (snoRNA) 在肿瘤发生中起着重要作用。本研究的目的是确定 HNSCC 的一种预后的snoRNA特征。通过 Cox 回归分析（单变量、最小绝对收缩和选择算子以及多变量）筛选与生存相关的 snoRNA。预测值在不同的亚组中得到验证。通过共表达分析和基因集富集分析（GSEA）探索生物学功能。鉴定了 113 种与生存相关的 snoRNA，一种 5 种 snoRNA 特征以高灵敏度和特异性预测预后。此外，该特征适用于不同性别、年龄、阶段、等级和解剖细分的患者。共表达分析和 GSEA 显示 5-snoRNA 参与调节恶性表型和 DNA/RNA 编辑。这种 5 个 snoRNA 特征不仅是预后和生存的有希望的预测因子，而且还是患者分层管理的潜在生物标志物。

1. 介绍
头颈癌包括口腔、咽部和咽喉部的肿瘤，90%的肿瘤属于鳞状细胞癌。作为全球第六大常见癌症，每年诊断出超过 600,000 例头颈部鳞癌 (HNSCC)，其中超过 三分之一来自发展中国家。被诊断为 HNSCC 的患者年龄约为 60 岁，男性发病率高于女性。 HNSCC 每年造成约 350,000 人死亡，表明其高死亡率和不良预后对整个社会构成沉重负担。目前，治疗 HNSCC 的主要治疗策略包括手术切除、放疗、化疗和生物治疗。然而，由于缺乏有效的预测标志物等早期诊断工具，大多数HNSCC患者被诊断为晚期，失去了早期干预的最佳机会。此外，HNSCC患者的患者管理不善，医疗资源分布不均，因为对患者诊断后的预后知之甚少。因此，可以得出结论，尽管 HNSCC 的治疗管理最近取得了进展，但由于缺乏诊断和预后标志物，HNSCC 患者的总生存 (OS) 几乎没有改善，这意味着目前，识别和应用 HNSCC 患者的早期诊断和预后特征非常紧迫。

在过去几年中，非编码 RNA，尤其是microRNA (miRNA) 和长链非编码RNA (lncRNA)已被揭示为诊断和预后疾病（包括各种癌症）的有希望的生物标志物。然而，另一类非编码 RNA，即小核仁 RNA (snoRNA)，很少被认为是癌症的生物标志物，因为长期以来普遍认为它们只执行看家功能。 snoRNA 是长度为 60-300 个核苷酸的小RNA，主要存在于核仁中；它们是特征最好的非编码 RNA 类别之一，它们在 rRNA 生物发生中的功能已得到充分证明。越来越多的证据表明，snoRNAs 在多种肿瘤的癌变中也发挥着重要作用。Dong 等人已经表明 snoRNA U50的突变或下调与恶性表型相关，并将 snoRNA U50 鉴定为前列腺癌中的候选肿瘤抑制基因。另一项研究侧重于 SNORA42，一种在 1q22 编码的 H/ACA box snoRNA，其表达在非小细胞肺癌(NSCLC)中经常增加，而小干扰 RNA（siRNA）诱导的在NSCLC 细胞系中低表达SNORA42 能够在体外诱导细胞凋亡并减少集落形成，并在小鼠模型中观察到抑制肿瘤形成。此外，另一项研究发现 SNORA42 还充当结直肠癌的致癌基因。根据 Yoshida 等人的说法，SNORA21 似乎具有作为结直肠癌预后生物标志物的潜力。最近，对人类癌症中snoRNA 表达的系统性泛癌分析强调了 snoRNA 在癌症生物标志物或治疗靶标的开发和实施中的重要作用。考虑到 snoRNA 的小尺寸和稳定性，以及其在多种肿瘤中潜在作用的越来越多的证据，snoRNA 在肿瘤学领域越来越受到关注，并有可能作为诊断、预后和治疗靶点的生物标志物。

在我们的研究中，我们首先进行了一系列机器学习分析，以探索和构建基于 snoRNA 的预后特征，以预测 510 名 HNSCC 患者的存活率。 我们使用单变量回归分析确定了与预后相关的 snoRNA。 然后，我们通过最小绝对收缩和选择算子 (LASSO) 回归和多元回归对重要的预后相关 snoRNA 进行降维，并构建了基于 5-snoRNA 的预后特征。 最后，我们评估了这种预后模型的临床效用并探讨了其潜在功能。 我们的研究结果为 snoRNA 的临床意义提供了新的见解，并为预测和评估 HNSCC 患者的临床结果提供了有希望的生物标志物。
2. MATERIALS AND METHODS
2.1 | Data acquisition and preprocessing 
UCSC Xena(https://xenabrowser.net/datapages/ ). 
我们使用公共数据库 UCSC Xena (https://xenabrowser.net/datapages/) 下载头颈部鳞状细胞癌 (HNSCC) 蛋白质编码基因 (PCG) 表达数据，格式为每千碱基转录本片段百万片段映射（FPKM）的形式。转化为log2(FPKM+1)后，保留平均表达值>1的PCG。对于 TCGA HNSCC 队列的 snoRNA 表达谱，我们分别从 UCSC Genome Browser 和 GENCODE 下载了 403 个和 1,457 个 snoRNA 基因的基因注释 (hg19)，并将它们合并为 1,524 个独特的 snoRNA 基因。 HNSCC miRNA-seq BAM 文件从癌症基因组学中心(CGHub) 下载。我们保留了 ≥ 50% QC 通过读数和 ≥ 80% 读数映射到人类基因组和最新的 bam 文件（如果重复）的高质量样本。然后我们将读数映射到 snoRNA 基因，并将 snoRNA 的表达量化为每百万千碱基读数 (RPKM)。 HNSCC 样本中平均 RPKM > 1 的 snoRNA 被定义为可检测的 snoRNA。然后将 snoRNA 的表达数据进行 log2 (RPKM + 1) 转换以进行相应的分析。 HNSCC的相应临床随访信息也来自UCSC Xena，存活时间小于30天的样本被移除。
2.2｜Construction of the prognostic model
排除无临床信息的样本后，510名HNSCC患者参与预测模型的构建，并随机分为训练集和测试集（7：3）。使用伴有 snoRNA 表达谱及其临床病理学特征的 HNSCC 患者鉴定与生存相关的 snoRNA。接下来，筛选出 p < .05 的 snoRNA 作为候选 snoRNA，将其传递给 LASSO 回归。LASSO 是一种流行的高维特征回归分析方法，在 Cox 比例风险回归模型中广泛用于高维数据的生存分析。进行 LASSO Cox 回归分析以从从训练集中识别的候选 snoRNA 中选择最强大的预后标记，然后将其用于多变量 Cox 回归分析以识别 snoRNA 作为来自最强大 snoRNA 的独立预后标记的可能性。同时，还从这一步构建了风险评分模型。
根据中位数将患者分为两组。绘制 Kaplan-Meier 生存曲线以分析两组之间的差异，同时使用受试者工作特征 (ROC) 分析来评估预测模型的效率，并计算 AUC 值以验证预后预测因子的性能。 为了将一些基本的临床病理信息与风险评分模型相结合，绘制了列线图来预测 HNSCC 患者的 1 年、3 年和 5 年生存概率。 
2.3 | Correlation analysis of the five snoRNAs and annotation of their function
为确定5个snoRNAs与PCGs的共表达关系，计算了Pearson相关系数，将与5个snoRNAs正相关或负相关的PCGs视为snoRNA相关PCGs（我们选择了前 300 个相关 PCG，为每个 snoRNA 调整 p < .05），用于snoRNA的功能注释预测。 为了进一步了解每个 snoRNA 的前 300 个与 snoRNA 相关的 PCG 的功能，使用注释、可视化和集成发现数据库 (DAVID) 进行基因本体富集分析。 上传前 300 个 PCG 的基因列表，然后使用默认参数运行分析，我们得到了生物过程 (BP) 和京都基因和基因组百科全书 (KEGG) 途径的结果。 p < .05 的注释项被认为具有统计显着性，结果像我们以前的研究一样通过点图表示。
2.4 | Gene set enrichment analysis 基因集富集分析
本研究中来自 HNSCC 的 mRNA 表达数据来自公共数据库 TCGA-GDC，并作为原始计数下载。根据以下程序预处理表达数据。首先，我们在至少 50% 的样本中保留计数大于 1 的基因。接下来，使用R包edgeR将表达值归一化，然后转化为log2（表达值+1），保留平均值>1的基因进行基因集富集分析（GSEA）分析。 GSEA 软件和 R 包 clusterProfiler 用于在高风险和低风险组之间进行 GSEA 分析，以确定他们之间的标志性表型和途径有何不同。根据五个 snoRNA 特征，患者按风险评分降序排列。前 25% 和最后 25% 的患者用于进行 GSEA。选择两个带注释的基因集文件作为参考基因集，根据 mRNA 表达谱表征两组之间的差异。
3 结果
3.1 | Clinical characteristics of the patients
从TCGA数据库下载TCGA HNSC队列共567份样本，排除正常样本、未临床随访样本以及总生存时间小于30天的样本，共获得510份HNSCC样本用于本研究。 将 510 个样本进一步以 7:3（357 和 153）的比例随机分为训练集和测试集。 研究工作流程如图 1 所示。
3.2 Prognostic values of snoRNAs snoRNA 的预后价值
使用单变量 Cox 比例风险回归分析，从训练集中筛选出与生存相关的 snoRNA，使用 p < .05 作为截断值，从中鉴定出 113 个 snoRNA。 森林图显示了前 20 个与生存相关的显着 snoRNA（图 2a）。
3.3 Construction of the prognostic snoRNA signature for HNSCC 构建 HNSCC 预后 snoRNA 特征
使用 LASSO 回归从 113 个与生存相关的 snoRNA 构建预测模型，并以最低标准选择了 19 个具有非零系数的 snoRNA（图 2b、c）。 然后将这 19 个 snoRNA 传递给多变量 Cox 比例风险回归分析，并将 p < .05 的 snoRNA 用于预测模型构建。 最终得到了基于5个snoRNA的风险模型（图2d），并根据其表达水平和系数建立了风险评分公式。 计算每位患者的5-snoRNA风险评分，并根据风险评分中位数将患者分为高危组和低危组。
3.4 Predictive value of the five‐pseudogene[假基因] signature 
为了揭示 5-snoRNA 特征的潜在预后价值，对训练集进行了 Kaplan-Meier 生存分析，高危组患者的预后明显较差。此外，进行 ROC 分析以评估该特征在预测 1、3 和 5 年生存率方面的准确性（图 3b），ROC 曲线下面积（AUC）分别为 0.674、0.704 和 0.66，表明该特征的高灵敏度和特异性。SNORD114-17、SNORD78和U3(chr2)在高危组中上调，说明它是HNSCC的危险因素，其他3个在高危组中下调，表明它们起保护作用 因素（图 3c）。 此外，较高的风险评分与较短的总生存期、更多的死亡事件和五种特征 snoRNA 的较高表达水平有关（图 3d）。 为了进一步评估 snoRNA 特征的预测性能，将其应用于测试集和整个集，并获得了类似的结果（图 4a、b）。 总之，这种基于 5 个 snoRNA 特征的风险模型可以很好地区分高危患者和低危 HNSCC 患者，表明其对 HNSCC 的预后意义。
3.4 Predictive performance of the five‐snoRNA signature in different subgroups  5-snoRNA 特征在不同亚组中的预测性能
为了确定其他可能的因素，如性别、年龄、临床阶段、组织学等级和其他影响患者生存的临床特征，还根据上述变量对患者进行分组，然后我们将 5-snoRNA 特征应用于不同的亚组。
由于不同亚组之间的差异可能会影响预后生物标志物的性能。就性别亚组而言，HNSCC 队列中有 372 名男性和 138 名女性，在风险评分分布方面没有显着差异（图 4c）。此外，高危患者在男性和女性组中的 OS(overall survival) 也显着缩短（图 5a，b），这意味着 5-snoRNA 特征与性别无关。
年轻（≤60 岁，N=251）和年长（>60 岁，N=259）患者的风险评分分布也没有显着差异（图 4c）。类似地，在该亚组之间，低风险患者的总生存期显着延长（图 5c、d），表明five-snoRNA 特征在年龄亚组中的独立性。
至于组织学分级亚组，患者分为1/2级和3/4级组。与 1 级和 2 级患者相比，3/4 级亚组的 OS 显着缩短。这些组之间的风险评分分布也没有显着差异（图 4c）。无论肿瘤分级如何，高危组和低危组的总生存率显着不同（图 5e，f），表明 5-snoRNA特征是独立于组织学分级的预测因子。
根据临床分期，将患者分为临床 I/II 期和 III/IV 期组，观察到了相似的风险评分（图 4c）。 此外，在 III/IV 期和 I/II 期亚组中，高危组患者的预后明显低于低危组（图 5g，h），表明 5-snoRNA 特征在阶段亚组中的良好表现。
根据解剖肿瘤细分，将患者分为口腔组和其他组。 然而，在解剖细分之间观察到显着差异（p < .05；图 4c）。 同样，无论细分如何，高风险组和低风险组的 OS 都存在显着差异（图 5i,j），表明其独立性。 简而言之，5-snoRNA 特征可以应用于基于临床病理特征分层的 HNSCC 患者亚组，并且是 HNSCC 的独立预后特征。
3.6 | Nomogram and calibration 列线图和校准
构建多变量 Cox 比例风险回归模型，将一些临床病理特征（年龄、解剖亚组、性别、临床分期和组织学分级）与 5-snoRNA 特征相结合，用于预测患者的预后1、3和 5年生存概率。绘制列线图以可视化该模型，并为每一项指定分数（图 6）。 可以得出结论，在预测患者的存活率方面，5-snoRNA 特征独立于其他临床病理特征。
3.7 | Functional analysis of the predictive snoRNAs snoRNA预测功能分析
为了鉴定与 snoRNA 共表达的蛋白质编码基因，使用前 300 个共表达的 PCG 进行相关分析，然后进行GO 和KEGG富集分析，确定了预测性 snoRNA的功能提供了一个网络来说明每个 snoRNA 的前 10 个相关 PCG 的关系（图 7a）。 与每个 snoRNA 相关性最高的 PCG 如下：SNORD114-17-NNMT、SNORA36B-CIRBP、U3(chr2)-CTNNBL1 和 U3(chr17)-ZNF101（图 7b）。根据 GO 生物过程（BP）和 KEGG 的 snoRNA 功能如图 8a、b 所示； SNORA36B参与DNA模板调控，SNORD114-17参与调控细胞粘附、侵袭和转移，U3（chr2）与RNA编辑相关，U3（chr17）在细胞增殖中发挥作用，SNORD78具有多种功能。此外，SNORD114-17 参与了几个众所周知的癌症相关通路，如 PI3K-AKT 信号和 ECM 受体，表明 SNORD114-17 可能是恶性表型的重要调节因子。 此外，还进行了 GSEA 以确定高风险组中富含的 snoRNA 相关标志。 几种癌症相关过程，包括 EMT 和血管生成，在高危组中显着丰富（图 8c）。 与 HNSCC 相关的 KEGG 通路，如 ECM 受体和粘着斑，显着丰富（图 8d）。 总之，这五种snoRNA与肿瘤进展有关。

4 讨论
HNSCC 患者的预后往往较差，存活率较低。尽管诊断和治疗方法有了很大改进，但 HNSCC 的存活率仍然很低。预后生物标志物可以提供有关癌症相对于疾病进展、复发或死亡的可能结果的信息。这些信息可以极大地帮助临床实践中的患者分层、治疗管理和监测疾病状态，例如，为 HNSCC 患者提供个性化的治疗计划，他们将受益匪浅。预后预测对于临床医生根据 HNSCC 的分子特征选择治疗方法（手术、化疗、放疗或这些方法的组合）的量级和类型非常有用。在过去几年中，多种分子生物标志物已被证明可以预测不同类型癌症的临床预后。此外，与单个标志物相比，组合多种生物标志物可实现更高的灵敏度和特异性。因此，在 HNSCC 中发现了基于各种分子（例如 mRNA、miRNA、lncRNA 和甲基化）的几个特征的预测模型。
我们聚焦于 snoRNA，并使用类似的方法来识别和证明 snoRNA 也可以作为预后特征。 snoRNA 是一类与 rRNA 化学修饰有关的小 (60-300 nt) 非编码 RNA，通常称为看家基因。众所周知，它们可作为 rRNA 转录后修饰的指南，但近年来，在其他细胞通路的调节中出现了新的作用，包括对不同癌症中的肿瘤发生的调节。与 miRNA 在用于早期检测、复发和预后预测的生物标志物中的充分表征的作用相比，人们对 snoRNA 的重要性知之甚少。此外，尚未进行 snoRNA 表达与其作为 HNSCC 生物标志物的临床影响之间的关联。因此，我们对 snoRNA 作为预后预测因子的潜在作用进行了系统分析，并提供了与生存相关的 snoRNA 的第一个证据。在此分析过程中，我们取得了几个重要的发现。首先，我们使用单变量 Cox 分析确定了 113 个与生存相关的 snoRNA，其中大部分是保护因子 (83/113)，可能在肿瘤抑制中发挥作用。其次，我们确定了一个 5 个 snoRNA 特征并建立了一个与 HNSCC 患者的总体存活显着相关的评分系统。该特征有助于对低风险和高风险组进行分层，并以高灵敏度和特异性预测 HNSCC 患者的 OS。特征首先在训练集中构建，然后在测试集和整个集中进行验证，表明它是可靠的。五个 snoRNA 中的两个，SNORA36B 和 U3 (chr17)，是保护因素，另外三个是风险因素。之前的一项研究报道，SNORD78 在非小细胞肺癌组织中显着表达升高， SNORD78 通过诱导 G0/G1 细胞周期停滞来抑制 NSCLC 细胞的增殖，Langhendries、Nicolas、Doumont、Goldman 和 Lafontaine 在小鼠中发现异种移植模型表明，在 U3 抑制的情况下，癌细胞的致瘤潜力降低。至于SNORD114-17和SNORA36B，在癌症领域还没有相关报道。第三，为了验证不同患者的普遍性并将特征扩展到不同的亚组，在不同的亚组中进行了 Kaplan-Meier 生存分析。我们发现，5-snoRNA 特征独立于其他潜在预测因素，包括年龄、性别、解剖学细分、临床分期和组织学分级，并且预测生存的表现令人满意。我们通过列线图可视化 snoRNA 特征和其他临床信息，以简化该特征在临床实践中的使用。但是，由于我们可以得到的临床资料的不完备，少量患者在取样前已经接受过化疗或放疗（大部分患者新辅助治疗史为NO），而大部分患者在样本采集后进行了化疗或放疗，这意味着这些样本几乎不受化学疗法或放射疗法的影响。所以我们无法分析放疗或化疗对snoRNA表达水平的影响，进而可能影响数据分析的结果。 应开展具有更完整临床信息的进一步研究。最后，为了进一步了解生物学功能并探索五种 snoRNA 的潜在致癌机制，采用了共表达分析和 GSEA。 结果表明，这五种 snoRNA 参与了一些众所周知的癌症相关通路，如 PI3K/AKT 和 ECM 受体。 还介绍了一些有关 DNA/RNA 编辑和细胞增殖的功能。
HNSCC 患者的总生存期可能是多因素的，不能仅由基因组和转录组失调决定，风险因素包括 TNM 分期、原发部位、组织学分级和治疗。由于大多数治疗 HNSCC 的常规疗法可能毒性很大，因此使用经过验证的生物标志物对患者进行分层对于改善治疗结果和降低 HNSCC 治疗的毒性和成本非常重要。如今，随着高通量RNA测序的快速发展，HNSCC背后的转录组学改变逐渐被揭示，并开发了大量的分子特征来增强HNSCC的分层。在我们的研究中，我们的目标是构建一个基于 snoRNA 改变的特征，用于 HNSCC 患者的总生存期分类，这可能有助于 HNSCC 患者的治疗和随访管理。例如，想象两个年龄、性别、分期和级别相同的 HNSCC 患者，他们可能被归入同一类别，这表明有一定的预后。然而，它们的预后结果可能不同，量化它们的预后可能很棘手。在我们的研究中，我们整合了风险评分和其他临床风险因素，为临床医生提供了一种预测 HNSCC 患者预后的定量方法，这是一种将 snoRNA 谱和临床病理学结合起来进行总体生存预测的更好方法。我们相信，随着高通量测序技术的发展，生物分子特征将为医生的临床实践提供极大的帮助。本研究存在一些不容忽视的局限性和不足。首先，本研究主要集中在基于方法论的数据挖掘和数据分析上，结果没有通过实验验证。例如，snoRNA 共表达的 PCGs 作为 snoRNA 的功能注释预测是基于先前的研究，理论上是可行的。需要通过实验来确认预测结果，并确定五种snoRNA参与的精确功能和相关通路。需要进一步的验证实验来验证本研究的结果。其次，我们能够获得的数据集是有限的，因为我们只能获得一个包含 HNSCC 患者 miRNA-seq 数据和临床随访信息的 TCGA HNSCC 数据集。如果有其他数据集满足我们的要求，这些数据集可以用来进一步验证我们的结果。应该包括额外的数据集以获得更好的结果。第三，在构建用于预后的 snoRNA 特征时，必须考虑到这种模型的应用。由于检测snoRNAs的不同方法可能导致不同的结果，因此snoRNAs转录组学活性的检测、定量和测定程序必须标准化。最后，miRNA-seq 不是为完整的 snoRNA 库而设计的，因为 miRNA-seq 读数太短（15-30 bp）无法区分 snoRNA 和 snoRNA 片段，后者可能具有不同的生物学功能。然而，该方法已应用于多项研究，并且可能是从 TCGA 组学数据量化 snoRNA 表达谱的最合适方法。因此，有必要验证来自 miRNA-seq 数据的全长 snoRNA 以进行进一步研究。 因此，新发现的五个与预后相关的 snoRNA 值得更多关注，我们研究的下一步是通过实验验证我们的结果。我们希望这些结果能给其他研究人员进一步探索提供灵感。 总之，我们为 HNSCC 鉴定了一个新的 5-snoRNA 特征，它是一个有前途的独立生存预测因子，并且是指导 HNSCC 患者临床治疗以改善患者管理的重要生物标志物。 此外，我们的研究结果提供了对 HNSCC 下的分子机制的新见解，并提出了一个有希望的新预后标志物。 因此，我们在特征中的发现具有非常有希望的临床意义。
5 结论
总之，这项研究强调了 snoRNA 的预后价值并探索了它们的潜在功能。 一些与预后相关的 snoRNA 已经被揭示，并且可以通过基于这些 snoRNA 的风险模型来预测 HNSCC 患者的生存，这可以作为临床实践中的预后标志物。 这些结果可能为 HNSCC 患者管理提供新的潜在预后和治疗意义。
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FIGURE 1 Flowchart of this study. PCG, protein coding genes; TGCA, The Cancer Genome Atlas; snoRNA, small nucleolar RNA




image2.png
(@)
snoU13
SNORD114-30
SNORD114-26
SNORD114-23
SNORD114-22
SNORD114-21
SNORD46
SNORD114-17
SNORD114-16
u29
u27
uz26
u24
SNORD13
SNORD103B
SNORD125
SNORD114-11
HBII-436
SNORD69
HBII-13

©)

—_—
I —
1 ——
| —
I —
1 ——
——— 1
1 —_—
1 P value
—_——
N —
0.002
—_— !
1 0.001
R
—_— I
—— :
—_— .
[ —
1
1
1
—_————
1
—
0.75 1.00 1.25 1.50
Hazard ratios
1m 102 93 64 33 15 o (d)

1.0
ERra

05

Coefficients
-05 0.0
T E TG aasss———a e & T

-1.0
TE

Log Lambda

(b) 11 111 107

101 98 92 82 64 54 33 22

16

1 2

22
1

20
1

Partial Likelihood Deviance
16
L

12
1

R

SNORD114-17 (N=357) (11139 5)

SNORA36B

U3 (chr2)

U3 (chr17)

SNORD78

log(Lambda)

Hazard ratio

- 67
(N=357) (0.5«? 8 08y ——=—

1.27
(N=357) (1.08"1.50)

- 0.80
(N=357) (0,68 - 0.95)

118
(N=357) (1.05-1.34)

08

08

—a—

——=&— <0.001 **

<0.001 ***

——8— 0004*

0.01*

0.007 **





image3.png
(@)

log(risk_score)
°

Risk_level

Training - High risk -+ Low risk
1.00-
2078
=
3
o
5
E 0.50:
2
>
@
0.25:
Hazard Ratio = 2.53
95% Cl: 1.79 - 3.59
0.00{ Log-rank: p < 0.0001
[ 2000 4000 6000
Days
(b)
=
@ |
E
]
&
221
o
S =
=)
o
S
—— 1year AUC= 0.674
—— 3 year AUC= 0.704
S ~— 5 year AUC= 0.66
T T T T T T
00 02 04 06 08 10
Fasle Positive Rate
(©
SNORA36B__ ][ U3(ch2) ][ SNORD78 ][ SNORD114-17 |[__U3(chrin) ]

[ prer=n
r 1

Fr= 25007 2z EC=IN

Low  High

Low High Low High Low High Low High

@ High
? ® Low
[ 100 200 300
Patients
. Status
6000 ® Alive
¢ @® Dead
¥ 0
. L]
4000 . .
[}
£
[
2000
0

SNORD114-17 0
Group

High
U3 (chr17) i

Group
10
SNORA36B
I ‘ ‘ 8
U3 (chr2) 6
| A | 4
2

MY
1l I\ 1l

TN





image4.png
(a) (b)
Tesing -+~ High risk -+ Low risk Whole -+ High risk -+ Low risk
100 100
2‘0.75 2‘0.75
= =
© ©
2 2
<] [
a Q
gos goso
2 2
5 5
@ 7]
0.25 0.25;
Hazard Ratio = 2.22 Hazard Ratio = 2.41
95% Cl: 1.31 - 3.77 95% Cl: 1.8 - 3.21
0001 Log-rank: p = 0.0021 0001 og-rank: p < 0.0001
3 1000 2600 3000 4600 5000 3 2000 4600 6000
Days Days
(c)
e o7 oo
. ! < s p -
K3 e
2 " ]
§ ? § !
2 o £o 3o
< < 5]
% 3 %
g = g g
3 = H - ¥ H 4
. . ° .
b male female h <=60 >60 . oral_cavity other
0.1 079
4 r 1 6 Lol
0.41 — 048
Anova, p = 0.31 Anova, p = 0.84 AR
0.26 "
—
. - 4 r |
2 . - 0.86
- ——
N s & 2 076
2 - n ] - 3
] ]
2 g -
2 2 N
oo o
g &
Iy o
- -
) [
. H -
A : . : :
. N -2 N : T
. .
3 -4
G1 G2 G3/4 Stage | Stage Il Stage IIl Stage IV




image5.png
- igh ik 4 Low sk

Hazard Ratio =247
95% Ci. 174 - 363
oon{ Logrranic p < 00001

- High ok - Low ik

@),

- igh ek 4 Low sk

Survval probaby

- g ok - Lowrsk

i 83

Survval

Hazard Ratio =220

Hazard Ratio =220 Hazard Ratio =305
95% Gl 164313 05% Ci. 163 - 321 95% Cl. 175 - 532
ainf Log-ran p < 00001 aiofLog-rank: p < 00001 cio{Log-rank p <0001




