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Izvleéek

Plo$¢atoceli¢ni karcinom orofarinksa (PKO), povzro¢en s humanim virusom papiloma 16 (HPV16),
se bolje odziva na ionizirajoc¢e sevanje kot s HPV16 nepovezani plos¢atoceli¢ni karcinomi drugih delov
irela (PKZ). Onkoproteina HPV16 E6 in E7 zavirata delovanje nekaterih citosolnih senzorjev DNA,
katerih aktivacija vodi v prepisovanje citokinov in posledi¢no aktivacijo imunskega sistema. Namen
studije je bil raziskati vpliv ionizirajoéega sevanja na aktivacijo molekularnih poti zaznavanja DNA
pri PKZ z razli¢nim statusom HPV16. Z metodo qRT-PCR smo dolo¢ili izraZanje senzorjev DNA
in citokinov $tirih humanih celi¢nih linij PKZ po obsevanju. Preliminarni rezultati so pokazali, da je
izrazanje citosolnih senzorjev DNA in citokinov ¢asovno ter dozno odvisno. Opazili smo tudi razlike
v izrazanju glede na status HPV16. Nadaljnje 7z vivo $tudije so potrebne za ovrednotenje povezave
med aktivacijo molekularnih poti zaznavanja in imunskim odzivom s HPV16 povezanim PKO po
obsevanju.

Klju¢ne besede: Humani virus papiloma, plos¢atoceli¢ni karcinom Zrela, senzorji DNA, obsevanje.

Uvod

Raki glave in vratu so heterogena skupina malignih bolezni, kamor spada tudi
ploscatoceli¢ni karcinom zZrela. Slednje razvr$¢amo po mestu vznika na tumorje
nazofarinksa, orofarinksa (PKO) in hipofarinksa (PKH). Eden izmed dejavnikov
tveganja za nastanck PKO je okuzba s humanim virusom papiloma (HPV16), ki z
onkoproteinoma E6 in E7 vpliva na regulacijo celi¢nega cikla, kar lahko privede do
maligne transformacije okuzenih celic (1, 2). Raziskave so pokazale, da je s HPV16
povezan PKO bioloska in klini¢na entiteta, ki se od preostalih tumorjev zrela razlikuje
predvsem v obcutljivosti na ionizirajoce sevanje (3). Slednje namre¢ povzroda sproscanje
DNA v citosol tumorskih celic, kar privede do aktivacije citosolnih senzorjev DNA,
receptorjev za prepoznavo molekularnih vzorcev (4). Aktivirana molekularna pot sprozi
prepisovanje vnetnih citokinov, predvsem interferonov tipa I (IFN I), ki v nadaljevanju
sprozijo imunski odziv. Predklini¢ne $tudije so pokazale, da se HPV16 izogne
imunskemu sistemu tudi preko zaviranja nekaterih citosolnih senzorjev DNA, predvsem
z retinojsko kislino induciranega gena I (RIG-I) in cikli¢cno gvanozin monofosfat-
adenozin monofosfat sintazo (cGAS) (5, 6). V nasprotju s pri¢akovanji ima s HPV16
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povezan PKO burnejsi imunski odziv na ionizirajo¢e sevanje kot s HPV nepovezani
PKZ, navkljub zavrtju molekularnih poti zaznavanja DNA (7). Namen studije je bil
raziskati aktivacijo poti zaznavanja DNA kot odziv na obsevanje vs HPV16 povezanimi
in s HPV16 nepovezanimi celi¢nimi linijami PKZ.

Materiali in metode

Pri raziskavi smo uporabili $tiri humane celi¢ne linije PKZ, natanéneje dve celi¢ni liniji
PKO (UM-SCC-6 in UPCI: SCC090) in dve celi¢ni liniji PKH (FaDu in 2A3). Status
HPV16 smo dolo¢ili na iz vitro ravni z izrazanjem onkoproteinov HPV16 E6 in E7.
Radiosenzitivnost celic smo dolo¢ili s testom viabilnosti PrestoBlue po Stirih celi¢nih
delitvah, saj nekatere izbrane celi¢ne linije ne tvorijo kolonij. Za doloc¢anje izrazanja
senzorjev DNA in citokinov smo celi¢ne linije obsevali z razli¢nimi enkratnimi odmerki
(0, 4 in 8 Gy). Po 24 in 48 urah smo izolirali mRNA in jo kasneje prepisali v cDNA. Z
metodo qRT-PCR smo dolo¢ili ¢asovni potek izrazanja senzorjev DNA (cGAS, STING,
RIG-I, DAL, IFI16, DDX60) ter citokinov (IFNy, TNFe, IL1B).

Rezultati

Opazili smo znadilno razliko v radiosenzitivnosti med s HPV16 povezano in s HPV16
nepovezano celiéno linijjo PKO. Povec¢ano izrazanje senzorjev DNA in citokinov po
obsevanju je bilo ¢asovno in dozno odvisno. Izrazanje senzorjev DNA DAI in RIG-I po
obsevanju je bilo statisti¢cno povecano samo v s HPV16 nepovezanimi celi¢nim linijami
PKZ. Izrazanje citokinov IFNy in IL1 je bvilo prav tako statisti¢cno povecano le v s
HPV16 nepovezanimi celi¢nimi linijami PKZ. Izrazanje senzorjev DNA in citokinov
je bilo ve¢je pri s HPV16 povezano celi¢no linijo 2A3 v primerjavi s HPV16 povezano
celi¢no linijo UPCI: SCC090. Pri slednji smo zaznali vi§jo raven izrazanja mRNA
onkoproteinov E6 in E7.

Razprava

Klini¢ne smernice priporocajo zdravljenje bolnikov s PKZ s frakcioniranim obsevanjem
z nizkimi dnevnimi dozami (1,8-2 Gy) do skupne doze 66-70 Gy, z ali brez so¢asne
kemoterapije, ne glede na status HPV16. Namen nase $tudije je bil raziskati aktivacijo
poti zaznavanja DNA kot odziv na obsevanje v povezavi s HPV16 okuzbo. Rezultati
na celi¢nih kulturah so pokazali, da se senzorji DNA in citokini po obsevanju povisano
izrazajo le v s HPV16 nepovezanimi celiénimi linijjami PKZ, medtem ko v s HPV16
povezanima celi¢nima linijama PKZ ostajajo zavrti. Na izraZanje pomembno vpliva
tudi doza in ¢as, ki pretee po obsevanju. Razumevanje ¢asa aktivacije teh poti, bi lahko
izboljsalo sheme zdravljenja z radioterapijo. Potrebne so nadaljnje iz vivo $tudije za
ovrevdnotenje povezave med signalnimi potmi zaznavanja DNA in imunskim odzivom
PKZ z razli¢nim statusom HPV16 po obsevanju.
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