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Izvlec¢ek

V raziskavah smo okarakterizirali vpliv okuzbe HPV na plos¢atoceli¢ni karcinom ustnega zrela na
radioobc¢utljivost in soasno zdravljenje s cisplatinom, dolo¢ili smo obéutljivost radiorezistentnih
tumorjev na zdravljenje z elektrokemoterapijo in raziskali molekularne mehanizme vpletene v odziv
HPV-pozitivnih in HPV-negativnih tumorjev na navedena zdravljenja.
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Uvod

Plos¢atoceli¢ni karcinom velja za najpogostejsi histoloski tip raka glave in vratu.
Poleg kajenja in prekomerne uporabe alkohola, pa v zadnjih letih okuzba s humanim
virusom papiloma (HPV) predstavlja enega od najpomembnejsih vzrokov za nastanek
plos¢atocelicnega karcinoma ustnega zrela (1, 2). HPV-pozitivni ploscatoceli¢ni
karcinomi ustnega zrela (HPV-pozitivni) bolje odgovorijo na so¢asno radiokemoterapijo
na osnovi platine od HPV-negativnih tumorjev, kar odpira moznosti za zniZanje
intenzivnosti zdravljenja pri teh bolnikih (1). Cilj je ohraniti delez ozdravitev, ki je
dosezen s konvencionalnimi dozami obsevanja (frakcionirano obsevanje, skupna doza
obsevanja 70 Gy) in sistemske kemoterapije, hkrati pa zmanjsati nezelene stranske
ucinke zdravljenja. Dosedanje predklini¢ne raziskave so pokazale, da so boljsi rezultati
zdravljenja HPV-pozitivnih tumorjev posledica ve¢je obéutljivosti le teh na radioterapijo
in nekatere sistemske kemoterapevtike (cisplatin), ki se uporabljajo v kliniki (3, 4).
Po drugi strani pa molekularni mehanizmi in stopnja povetanja obcutljivosti
HPV-pozitivnih celic $e niso povsem raziskani. Namen raziskave je bil doloditi za
koliko lahko znizamo dozo obsevanja pri HPV-pozitivnem mi$jem tumorskem
modelu (2A3) (glede na standardno dozo), ne da bi s tem zmanjsali u¢inek (delez
ozdravitev) zdravljenja. Prav tako je bil namen raziskati ali je povecana radioobcutljivost
HPV-pozitivnih tumorjev posledica razlik v u¢inkovitosti popravljalnih mehanizmov
poskodb DNA. V raziskavi smo primerjali tudi radioob¢utljivost tumorjev 2A3 in FaDu,
ki so bili so¢asno zdravljeni s cisplatinom in s frakcioniranim obevanjem ali obsevani le z
eno samo, izoefektivno dozo.



Utinkovitost radiokemoterapije je mogoce izboljsati zuporabo lokalnih ablativnih metod,
kot je elektrokemoterapija (5-8). Elektrokemoterapija je u¢inkovit nacin zdravljenja pri
razli¢nih vrstah tumorjev, ki z elektroporacijo poveéa vnos kemoterapevtikov (bleomicina
ali cisplatina) v celice (9). Utinkovitost elektrokemoterapije je odvisna od pravilnosti
izvedbe terapije in lastnosti samih tumorjev. V klini¢nih raziskavah so opazili slabsi
odgovor tumorjev, ki so bili predhodno Ze zdravljeni s sistemsko kemoterapijo in/ali
radioterapijo, najverjetneje zaradi pridobljene intrinzi¢ne odpornosti tumorskih celic na
kemoterapevtike ali obsevanje (10-12). Ker je malo znanega kako mehanizmi pridobljene
intrinzi¢ne kemo- in radiorezistence vplivajo na ucinkovitost elektrokemoterapije,
je bil drugi namen nase raziskave ovrednotiti odziv eksperimentalno induciranih
radiorezistentnih celic plo$¢atoceli¢nega karcinoma ustnega zrela (FaDu-RR) in njihovih
tumorskih ksenograftov.

Metode

Na humanih celi¢nih linijah (HPV-pozitivne (2A3), HPV-negativne (FaDu in njena
radiorezistetna podlinija FaDu-RR, vzpostavljena s frakcioniranim obsevanjem) smo 77
vitro s testom klonogenosti dolo¢ili stopnjo njihove ob¢utljivosti: na obsevanje, terapijo
s ciplatinom, kombinacijo obeh; na terapijo z bleomicinom ali elektrokemoterapijo
z bleomicinom ali cisplatinom. Po terapiji smo dolocali delez in ¢asovno dinamiko
popravila poskodb DNA s kometnim testom in tvorbo Zari$¢ fosforiliranih histonov
YH2AX na DNA. Dodatno smo pri FaDu in FaDu-RR celicah z metodo PCR spremljali
razlike v izrazanju genov za popravilo poskodb DNA po terapiji. S preto¢no citometrijo
smo dolo¢ili spremembe poteka celi¢nega cikla po terapiji. Z masno spektrometrijo z
induktivno sklopljeno plazmo smo primerjali privzem bleomicina in cisplatina po kemo-
in elektrokemoterapiji pri FaDu in FaDu-RR celicah. Spremljali smo posredovane u¢inke
sevanja, morfologijo celic po obsevanju in socasni terapiji s cisplatinom ter ovrednotili
delez apoptoti¢nih in mitoti¢nih celic po obsevanju HPV-pozitivnih in HPV-negativnih
celic. U¢inek socasnega obsevanja in terapije s cisplatinom smo dolo¢ali tudi pri sferoidih
izbranih celi¢nih linij. Iste humane tumorske celi¢ne linije, kot v poskusih 7 vitro, smo
uporabili za indukcijo podkoznih ksenograftov na imunsko oslabljenih misih (SCID). S
testom zaostanka v rasti tumorjev smo preverili odziv vseh treh tumorskih modelov na
obsevanje in socasno terapijo s cisplatinom ali elektrokemoterapijo. Dolo¢ili smo tudi
taktor modificiranja doze obsevanja ob socasni terapiji s cisplatinom pri HPV-pozitivnih
tumorjih za dosego enakega udinka zdravljenja kot pri HPV-negativnih tumorjih s
standardnimi dozami.

Rezultati

HPV-pozitivne celice oziroma tumorji so bolj radioob¢utljivi kot HPV-negativne celice
in tumorji. Iz vitro sta bili celi¢ni liniji 2A3 in FaDu enako ob¢utljivi na monoterapijo s
cisplatinom, ob socasni terapiji obsevanja in cisplatina je prislo do potenciacije u¢inka
obsevanja pri obeh tumorskih celi¢nih linijah (aditivni ucinek, pri 2A3 za faktor 1,2
in pri FaDu za faktor 1,3). Iz vivo je bila u¢inkovitost dodanega cisplatina veéja pri
HPV-negativnih tumorjih, vendar je bil skupniucinek $e vedno veéji pri HPV-pozitivnih
tumorjih. Faktor modificiranja doze, izra¢unan s primerjavo ulinkovitosti obsevanja
oziroma socasne terapije obsevanja in cisplatina glede na HPV status tumorja, je znasal
1,3 oziroma 1,2, kar pomeni, da so HPV-pozitivni tumorji za 30 % bolje odgovorili na
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radioterapijo ter za 20 % bolje na kombinirano terapijo kot HPV-negativni tumorji.
Nadalje, zdravljenje obeh tumorskih modelov s cisplatinom in frakcioniranim rezimom
obsevanja je povzrodilo radiosenzibilizacijo tumorjev: rast tumorja je bila 3- do 4-krat
pocasnejsa kot po obsevanju z eno samo dozo. Sinergisti¢ni u¢inek radiosenzibilizacije je
bil po zdravljenju HPV-pozitivnih tumorjev s cisplatinom in frakcioniranim obsevanjem
veliko ve¢ji kot pri HPV-negativnih tumorjih. Natan¢neje, po kombiniranem
zdravljenju je bilo prezivetje misi (100 dni po zdravljenju, kar ustreza 5 letom pri
ljudeh) s HPV-pozitivnimi tumorji za 26 % bolj$e kot pri misih s HPV-negativnimi
tumorji. Pri raziskovanju molekularnih/celi¢nih mehanizmov smo ugotovili, da imajo
HPV-pozitivne celice po samem obsevanju in po kombinirani terapiji veéji delez
dvoveriznih prelomov DNA; tudi popravilo nastalih poskodb je bilo v tej skupini
pocasnejSe. Kombinirana terapija je pri HPV-pozitivnih celicah povzroc¢ila njihovo
zaustavitev v fazi G,/M celi¢nega cikla; delez apoptoti¢nih celic je bil vedji in mitoti¢nih
celic manjsi, kot pri HPV-negativnih celicah. Posredovane ucinke sevanja smo opazili le
pri HPV-pozitivnih celicah po kombinirani terapiji.

Da bi razjasnili vpliv razli¢cnih mehanizmov intrinzi¢ne kemo- in radiorezistence
tumorjev, izvane s predhodnim obsevanjem, ki bi lahko vplivali na udinkovitost
elektrokemoterapije, smo primerjali dve izogeni humani celi¢ni liniji z razli¢no
obc¢utljivostjo na obsevanje, FaDu in FaDu-RR. Ugotovili smo da ima radiorezistentna
celina linija FaDu-RR inducirane obrambne mehanizme, ki so poleg pridobljene
radiorezistence vodili tudi do navzkrizne rezistence na cisplatin, ne pa tudi na bleomicin.
Radiorezistentne celice FaDu-RR so poleg zmanjSanega intracelularnega kopicenja
cisplatina (v primerjavi s starSevsko celi¢no linijo FaDu) udinkoviteje popravljale
dolocene tipe poskodb DNA ter imele spremenjen spekter izrazanja genov za popravilo
poskodb DNA. Radiorezistentni tumorji FaDu-RR (0 % popolnih odgovorov) so
bili bolj odporni na zdravljenje s frakcioniranim obsevanjem in cisplatinom ter na
clektrokemoterapijo s cisplatinom v primerjavi s tumorji FaDu (do 33 % popolnih
odgovorov). Elektrokemoterapija z bleomicinom pa je bila pri obeh celi¢nih linijah
oziroma tumorskih modelih (40 % ozdravljenih tumorjev) enako u¢inkovita.

Zakljucki

HPV-pozitivni tumorski model (2A3) je bolj ob¢utljiv na obsevanje z eno dozo kot HPV-
negativni model FaDu. Sodasna terapija s cisplatinom deluje aditivno, ne glede na status
HPV. Rezultati kazejo na moznost 20 % zniZanje doze obsevanja pri kombinirani terapiji
s cisplatinom pri HPV-pozitivnih tumorjih, pri ¢emer bi dosegli enako ucinkovitost,
kot jo dosezemo s standardno dozo pri radiokemoterapiji HPV-negativnih tumorjev.
Kombinirano zdravljenje s frakcioniranim rezimom obsevanja in cisplatinom deluje
sinergisti¢no pri HPV-pozitivnem in HPV-negativnem tumorskem modelu, vendar je
ta udinek ve¢ji pri HPV-pozitivnih tumorjih. Povecana ob¢utljivost HPV-pozitivnih
tumorjev na zdravljenje je med drugim posledicavisje ravni poskodb DNA, niZje stopnje
popravila teh poskodb, zaustavitve celi¢negacikla v fazi G,/M in vecjega deleza apoproze.

Frakcionirano obsevanje HPV-negativnih tumorskih celic (FaDu-RR) vodi v
radiorezistenco in kemorezistenco na cisplatin preko razli¢nih mehanizmov (boljse in
hitrej$e popravilo poskodb DNA, spremembe v izrazanju genov, spremembe v regulaciji
celi¢nega cikla, slabsi privzem cisplatina). Zato so bili FaDu-RR tumorji v primerjavi



s FaDu tumorji bolj odporni tudi na elektrokemoterapijo s cisplatinom, vendar enako

ob

¢utljivi na elektrokemoterapijo z bleomicinom. Zaradi navzkrizne rezistence FaDu-

RR celic na cisplatin, je za zdravljenje radiorezistentnih in ponovno izraslih tumorjev po
predhodni radioterapiji priporoc¢ena uporaba elektrokemoterapije z bleomicinom.
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