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1  Einleitung

Tumore des Kopf-Hals-Bereiches sind mit einer Inzidenz von etwa 650.000 Fallen und
330.000 Todesfallen die siebthaufigste Tumorart weltweit (Bray et al. 2018). Sie be-
zeichnen eine in der Lokalisation, Atiologie, Prognose und Therapie heterogene Gruppe
maligner Tumore der Schleimh&aute des oberen Aerodigestivtrakts, d. h. klassischer-
weise des Kehlkopfs, der Mundhohle und des Rachens sowie der selteneren Manifesta-
tionen der Speicheldriisen und der Nasenhaupt- und -nebenhdhle. Etwa 90 % der Tu-
more entwickeln sich aus Neoplasien des Plattenepithels und werden dementsprechend
als Plattenepithelkarzinome bezeichnet (HNSCC = Head and Neck Squamous Cell Car-
cinoma). Die hauptsachlichen Risikofaktoren sind typischerweise Tabak- und Alkohola-
busus. Rauchen erhdht das Erkrankungsrisiko um das 5- bis 25-fache im Vergleich zur
Normalbevdlkerung (Goldenberg et al. 2004). Starker Alkoholkonsum ist als unabhangi-
ger Risikofaktor anerkannt und potenziert die onkogene Wirkung des Tabaks deut- lich
(Hashibe et al. 2007).

In den letzten Jahrzehnten zeigte sich vor allem in den westlichen Landern eine zwar
geographisch divergierende, aber insgesamt steigende Inzidenz von Kopf-Hals-Tumo-
ren im Bereich des Oropharynx, die mit dem Humanen Papillomavirus (HPV) assoziiert
sind. Die USA verzeichnete einen Anstieg HPV-positiver Oropharynxkarzinome von
1988 und 2004 um 225 % bei gleichzeitiger Abnahme von HPV-negativen HNSCC um
50 %. HPV-positive Kopf-Hals-Karzinome tbersteigen mittlerweile die Anzahl von HPV-
positiven Zervixkarzinomen in den USA (Senkomago et al. 2019). In Deutschland zei-
gen aktuelle Daten ebenso einen kontinuierlichen Anstieg der HPV-positiven Oropha-
rynxkarzinome (OPSCC). Man schatzt, dass aktuell 40 % aller OPSCC HPV-assoziiert
sind (Reuschenbach et al. 2019). In der Hals-Nasen-Ohrenheilkunde am Universitatskli-
nikum Hamburg-Eppendorf Gberwog im Jahre 2019 die Zahl der HPV-positiven OPSCC
die Zahl der HPV-negativen (unveréffentlichte Daten).

Patienten mit einem Tumor im Kopf-Hals-Bereich werden bei meist spat manifestieren-
der Symptomatik in der Regel verzdgert einer Diagnose zugefihrt. Die klinische Symp-
tomatik richtet sich nach der betroffenen Lokalisation, wie z. B. Lymphknotenschwellun-
gen, Schluckbeschwerden, Heiserkeit, chronische Halsschmerzen oder Schleimhautla-
sionen. Die European Head and Neck Society (EHNS) hat dieses Charakteristikum in
der ,makesense-campaign® adressiert: Bei anhaltender unspezifischen Symptomatik im
HNO-Bereich wird zu einer frithzeitigen HNO-Untersuchung geraten, um eine bessere
Friherkennung und Prognose zu erzielen (EHNS 2020) (Abb. 1).
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Abbildung 1: Informationskampagne ,makesensecampaign” der European Head and Neck Society. Die un-
spezifische Symptomatik bedingt die spate Diagnosestellung und ungunstige Prognose von Kopf-Hals-Kar-
zinomen. Bei einer der aufgefiihrten Beschwerden fir 3 Wochen (,1 for 3*) sollte eine (HNO)-arztliche
Konsultation erfolgen. Abbildung vergréRert und entnommen aus dem Internetauftritt der European Head
and Neck society (EHNS 2020).

Haufig kdnnen in der flexiblen Endoskopie bereits verdachtige Lasionen detektiert wer-
den. Hilfreich neben Anamnese und Risikofaktoren sind ferner bildgebende Verfahren
wie Sonografie, Magnetresonanztomografie, Computertomografie oder selten Positro-
nenemissionstomografie. Bei Diaghosestellung sind etwa zwei Drittel der Tumore bereits
in einem fortgeschrittenen Stadium. Eine lymphogene Metastasierung der zervika- len
Halslymphknoten liegt haufig bereits vor und Fernmetastasen zeigen sich in etwa 14 %
der Falle. Betroffen sind vor allem Leber und Lunge (Duprez et al. 2017). Das im
Staging festgelegte TNM-Stadium und der Allgemeinzustand des Patienten definiert bis
dato die Therapie. Sie stitzt sich auf die Saulen Operation, Bestrahlung und Chemo-
therapie. Bei Patienten im friihen Tumorstadium ist eine Monotherapie mit Bestrahlung
oder Operation meist moglich. Die 5-Jahres-Uberlebensraten liegen bei 80-90 %. Bei
den haufigeren Tumorpatienten im fortgeschrittenen Stadium sind multimodale Thera-
pieansatze indiziert, beispielsweise eine Operation mit adjuvanter (Radio-)Chemothera-
pie oder eine primare Radiochemotherapie (Bernier et al. 2005) . Die Notwendigkeit und
Art einer adjuvanten Therapie richtet sich nach der postoperativ durchgefiihrten histopa-
thologischen Risikoevaluation (R-Status, extrakapsuldres Wachstum einer Lymphkno-
tenmetastase, T3-/T4-Status, Lymphangio-Gefal3- oder Perineuralinvasion, Lymphkno-
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tenstatus). Eine adjuvante Radiotherapie wird in der Regel mit 60 Gy (2 Gy/Tag) durch-
gefuihrt, bei Hochrisikopatienten erfolgt zudem eine Chemotherapie mit Cisplatin, sofern
keine Kontraindikationen bei dem Patienten vorliegen (Bernier et al. 2005, Bernier et al.
2004, Cooper et al. 2004). Eine primare Radiochemotherapie wird haufig mit Cisplatin
und kumulativ 70 Gy durchgefuhrt. Die intensiven, multimodalen Therapieschemata fuh-
ren haufig zu Therapieabbriichen und kdnnen zu erheblichen reversiblen und irreversib-
len Langzeitnebenwirkungen fihren, z. B. ausgepragter Mukositis, Schluck- und Sprach-
storungen, ausgepragter Mundtrockenheit sowie Innenohrschadigung oder Niereninsuf-
fizienz nach Chemotherapie. Einschrankungen des taglichen Lebens, Haufigkeit von Ar-
beitsunfahigkeit und Minderung der Lebensqualitat im Rahmen einer onkologischen
Therapie sind selten so ausgepragt wie bei Patienten im Kopf-Hals-Bereich (Heutte et
al. 2014). Trotz der aggressiven Therapie kommt es zu einem Wiederauftreten des Tu-
mors in mindestens 30 % der Falle (Argiris et al. 2008). Die 5-Jahres-Uberlebensrate
liegt bei ca. 50 % und hat sich in den letzten Jahren in Unterschied zu vielen anderen
Entitaten nicht wesentlich veréndert (Bray et al. 2018, Jemal et al. 2011, Torre et al.
2015).

Die technischen Innovationen des letzten Jahrzehnts wie z.B. die DNA-Sequenzierung
Uber die Next Generation Sequencing-Technologie machen eine zunehmende geneti-
sche, epigenetische und molekulare Analyse von Karzinomen mdglich und offenbaren
Kopf-Hals-Karzinome als eine komplexe Entitat, die sich durch hohe tumorbiologische
Heterogenitat auszeichnet (Hammerman et al. 2015, Leemans et al. 2018, Tonella et al.
2017). Eine Stratifizierung von Therapiealgorithmen fir einzelne tumorbiologisch diver-
gente Subgruppen oder ein Intervenieren in spezifische onkogene Signalwege (,targeted
therapy“) gelang bisher im Unterschied zu anderen Entitaten in der kurativen Therapie
von Kopf-Hals-Karzinomen nicht.

Das Einbeziehen biologischer Tumormerkmale in eine Therapieentscheidung kdnnte
hingegen zuklnftig Uber den HPV-Status eines Tumors erfolgen. Hinsichtlich der deutli-
chen Unterschiede zwischen HPV-positiven und negativen Tumoren bzgl. Atiologie, Epi-
demiologie, Patientencharakteristika, Tumorbiologie, Therapieansprechen, Radiosensi-
bilitdt und Prognose werden Therapiemodifikationen- und Deeskalationen fir HPV-posi-
tive Kopf-Hals-Tumore intensiv diskutiert und sind Bestandteil einer Vielzahl von Studien
(Bonomo und Livi 2020, Kelly et al. 2016, Kobayashi et al. 2018).

1.1 Die Rolle Humaner Papillomaviren in Kopf-Hals-Tumoren

1.1.1 Humane Papillomaviren — Biologie und Tumorgenese von HPV-
assoziierten HNSCC

Humane Papillomaviren (HPV) gehéren zur Familie der Papillomaviridae. lhr Genom
besteht aus zirkularer doppelstrangige DNA, die 8000 Basenpaare umfasst und meist
episomal in Komplexen mit Histonen vorliegt. Es teilt sich in drei Abschnitte, mit zum
einen den Struktur-und Regulatorproteine E1 bis E7, zum anderen den Kapsidproteinen
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L1-L2 sowie eine Kontrollregion zur Uberwachung der Replikation und Transkription
(Abb. 2A, 2B). Es gibt ungefahr 200 verschiedene HPV-Typen, die die Haut und
Schleimhaut von Vagina, Gebarmutterhals, Vulva, Penis, Anus und Oropharynx befallen
kénnen. Nur ein Bruchteil der Humanen Papillomaviren ist onkogen, im Kopf-Hals-
Bereich sind dies vorrangig HPV 16 gefolgt von HPV 18. Von der Zeit zwischen
Primarinfektion bis zur persistenten Infektion und zur Tumorgenese eines Kopf-Hals-
Tumors vergehen in der Regel Jahrzehnte. Die virale Tumorgenese ist dabei als ein
,biologischer Unfall“ zu werten (Moore und Chang 2010). Im Rahmen des molekularen
Parasitismus mit Wunsch nach Replikation des Virus kann eine Zellimmortalisierung und
maligne Transformation der Zelle durch unterschiedliche bisher nicht vollstandig
verstandene Mechanismen erfolgen wie z.B. Eingriffe in DNA-Reparatursysteme,
intrazellulare Signalwege, Apoptoseregulation oder Induktion von
Entziindungsprozessen uber Zytokinsekretion (Pinatti et al. 2018). Einige anatomische
Lokalisationen besitzen eine gesonderte Vulnerabilitat gegentber eine HPV-induzierte
Onkogenese: Beim Zervixkarzinom bilden sich HPV-assoziierte Tumore nahezu
ausschlieBlich im  Ubergangsbereich  (Transformationszone) zwischen dem
mehrschichtigen Plattenepithel der Ektozervix und dem endozervikalen Zylinderepithel
aus (Cohen et al. 2019). Im Kopf-Hals-Bereich finden sich HPV-assoziierte Tumore vor
allem im Oropharynx mit meist einer Manifestation tonsillar oder des Zungengrunds
(Gillison et al. 2000).

Es wird postuliert, dass der Viruseintritt nach oraler Aufnahme Gber den Vertiefungen der
Tonsillen, den tonsillaren Krypten, erfolgt, welche teilweise nicht durchgehende
Epithelien besitzen (Egawa et al. 2015, Schiffman et al. 2016). Fur eine Replikation ist
der Virus auf die Replikationsmaschinerie seiner Wirtszelle angewiesen.

Die Primarinfektion findet typischerweise in den basalen Zellen des Epithels statt. Die
Expression viraler Proteine korreliert mit dem Differenzierungsstatus der Wirtszellen
(Abb. 2C). Nach Infektion der Basalzellen ist ihre Expression zunachst minimal und steigt
mit dem Differenzierungsgrad der Wirtszelle an bis es an den auf3eren Schichten zur
Virusfreisetzung kommen kann. Die steigenden Expression von E1 und E2 ist dabei
bedeutend fiir die Replikation des Virusgenoms (Abb. 2B, 2C). Die Aktivierung von E6
und E7, welche auch als (Proto-) Onkogene bezeichnet werden, sorgt fiir den
Wiedereintritt der Wirtszellen in den Zellzyklus, durch Modulationen von Zellzyklus-
regulierenden Signalkaskaden, v.a. durch Blockade der Schllsselproteine, TP53 und
RB1. E7 sorgt fur eine Degradation des Retinoblastom-Proteins (Rb), dem zentralen
Regulator der Schnittstellen zwischen G1 und S-Phase, was in einen Ubergang der
infizierten Zellen in die S-Phase resultiert. E6 inaktiviert p53 durch Ubiquitin-vermittelte
Degradation. Das als ,Huter des Genoms* bekannte Protein wird damit daran gehindert,
einen Zellzyklusarrest oder Apoptose auszuldsen. Durch diese Mechanismen wird eine
Virusreplikation erst ermdglicht. Der Virus benétigt die aktive Replikationsmaschinerie in
der S-Phase des Zellzyklus, die seine ausdifferenzierenden Wirtszellen ansonstennicht
mehr durchschreiten wirden.
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Abbildung 2: Produktive HPV-Infektion. (A) Aufbau eines Humanen Papillomavirus und Integration des HPV-
Genoms indas Wirtsgenom. (B) Funktion der einzelnen Virusproteine. (C) Ablauf einer produktiven
Infektion: Die Expression viraler Proteine korreliert mit dem Differenzierungsstatus der Wirtszellen. Nach
Infektionder Basalzellenistihre Expressionzunachstminimal und steigtmit dem Differenzierungsgrad der
Wirtszelle an bis es an den au3eren Schichten zur Virusfreisetzung kommen kann. Abbildung (A) und (B)
geandert und Ubersetzt aus dem Englischen nach (Kajitani et al. 2012). Abbildung (C) geandert und
Ubersetzt nach (Egawa et al. 2015).

Die Prozesse die zu einer malignen Transformation einer chronisch-infizierten Zelle
fuhren und die Grinde, warum einige Infektionen ausheilen, wahrend andere zur
Entartung fiihren, sind unverstanden. Mdégliche zugrunde liegende Mechanismen sind
Gegenstand intensiver kontroverser Diskussion, hingegen ist die wichtige Rolle von E6
und E7 als unabdingbare Komponenten der HPV-induzierten Onkogenese hinreichend
belegt (Egawa et al. 2015, Mittal und Banks 2017).

Es wird vermutet, dass eine maligne Transformation mit einem Genverlust von E2 asso-
ziiert ist. Dieses Protein hemmt die Funktion von E6 und E7. Bei E2-Verlust kommt es
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zur nicht regulierten Expression von E6 und E7, welche im Folgenden unterschiedlichste
Einflusse auf Signalwege der Wirtszelle nehmen und eine genetische Instabilitat, onko-
gene Transformation und klonale Expansion bewirken (Pinatti et al. 2018, Scheffner et
al. 1993) (Abb.3). Haufig wird ein Funktionsverlust von E2 bei Integration der Virus-DNA
in das Wirtsgenom beobachtet. Anders als jahrelang angenommen, ist dies nicht Bedin-
gung fur eine HPV-abhangige Onkogenese. Es wird angenommen, dass in jeweils ca.
20% aller HPV-bedingten Zervix- und Kopf-Hals-Tumoren keine Integration der viralen
DNA erfolgt (Cancer Genome Atlas 2015, Cancer Genome Atlas Research et al. 2017,
Jeon und Lambert 1995).

Negatives
Feedback

e

Passiert die Verhinderung der

G1-Phase Verhinderter Zellzyklus- Replikativen HPV+ OPSCC
-> unkontrollierte arrest und Apoptose Senezenz
Proliferation

Abbildung 3: Onkogenese HPV-positiver Oropharynxkarzinome. E6 und E7 sind die hauptsachlichen On-
koproteine. Siewirken aufeine Vielzahlvon zellularen Signalwegen in infizierten Zellen, um mitder fortbe-
stehenden Proliferation der Wirtszelle eine Persistenz und Replikation von HPV zu gewdbhrleisten. Die wich-
tigsten sind in dieser Abbildung stark vereinfacht dargestellt. E7 inaktiviert das Rb-Protein, was zu einer
Uberaktivierung des Transkriptionsfaktor E2F filhrt. Dies tiberfiihrt die Zelle aus der G1- in die S-Phase,
wodurchdie Proliferation geférdert wird. Die Inaktivierung des Rb Proteins fiihrt zu einer erhdhten Expres-
sionvon p16, dem Surrogatmarker einer HPV-Infektion. E6 fuhrt zur Degradierung von p53 mit der Folge
einer Apoptosehemmung, Deregulation des Zellzyklus und der Aktivierung von Telomerasen. E6 und E7
wirkeninder HPV-induzierten Onkogenese komplementér zueinander. Abbildung geéndertund libersetzt
aus dem Englischen nach (Liu et al. 2018a).

Die Atiologie von HPV-assoziierten Kopf-Hals-Karzinomen ist deutlich von den HPV-ne-
gativen abzugrenzen, bei denen die Noxenexpaosition als das auslésende onkologische
Moment angesehen wird.

Entsprechend der distinkten Atiologie sind HPV-positive von HPV-negativen Kopf-Hals-
Tumoren auch in ihren tumorbiologischen Eigenschaften zu unterscheiden. In der gene-
tischen Analyse von Kopf-Hals-Tumoren im Rahmen des Cancer Genome Atlas Projekt
zeigten sich z.B. deutliche Unterschiede im detaillierten genomischen Profil beider Tu-
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more. Bei Noxen-induzierten Kopf-Hals-Tumoren stehen Mutationen im p53-Gen im Vor-
dergrund, seltener Deletionen/Mutationen im Gen CDKN2A (codiert fur u.a. pl6 &
p14ARF) sowie mit nochmals deutlich geringerer Haufigkeit Amplifikationen von CCND1
(codiert fur CyclinD1), EGFR, FGFR1 oder PISKCA sowie Mutationen von EGFR und
PIBKCA. Fur HPV-positive HNSCC finden sich diese Veranderungen mit Ausnahme von
Amplifikationen/Mutationen von PI3KCA, nicht (Leemans et al. 2018). Beruft man sich
auf die grundsatzlichen biologischen Merkmale eines Tumors nach den von Han-
nahan/Weinberg et al. definierten ,Hallmarks of cancer (Hanahan und Weinberg 2000,
Hanahan und Weinberg 2011), konnten bereits an mehreren Punkten grundlegende Un-
terschiede gesehen werden (Eckhardt et al. 2018). Eine Abgrenzung der HPV-positiven
Oropharynxkarzinome als eine sowohl klinisch als auch biologisch divergente Entitét ist
in der Fachwelt anerkannt und der HPV/p16-Status der anerkannteste prognostische
Marker dieser Tumore (Kobayashi et al. 2018).

1.1.2 Erho6hte Strahlensensibilitat von HPV-positiven Kopf-Hals-
Karzinomen und mdgliche biologische Grundlagen

Eine signifikant bessere Prognose von HPV-assoziierten OPSCC gegeniiber Noxen-as-
soziierten OPSCC ist auf Grundlage zahlreicher Daten in der Fachwelt unumstritten
(Alfaraj et al. 2019, You et al. 2019). Ein besseres Therapieansprechen zeigt sich vor
allem bei Therapieregimen, welche eine Radiotherapie enthalten und sind auch bei al-
leiniger Radiatio zu beobachten (Ang et al. 2010, Fakhry et al. 2008, Petrelli et al. 2014).
Demnach wird postuliert, dass eine erhéhte Strahlenempfindlichkeit der HPV-positiven
Kopf-Hals-Tumoren urséchlich fir den besseren Krankheitsverlauf ist. Hierfiir gibt es un-
terschiedliche Erklarungsansatze. Einige Autoren gehen davon aus, dass epidemiologi-
sche Faktoren in Betracht gezogen werden sollten, wie jingeres Alter bei Diagnose und
weniger Komorbiditaten (Ang et al. 2010). In den meisten Hypothesen werden tumorbi-
ologische Unterschiede einbezogen: Als mogliche Faktoren wird die unterschiedliche
Zusammensetzung der Stammzellfraktion (Zhang et al. 2014), Unterschiede der EGFR-
oder VEGF-abhangigen Signalwege (Baruah et al. 2015, Young et al. 2011) oder ein
unterschiedliches Ausmal’ hypoxischer Bereiche im Tumorgewebe vor und vor allem
unter der Radiotherapie diskutiert (Sorensen et al. 2014). Die beste wissenschaftliche
Grundlage besteht beziiglich zwei sich gegentiberstehenden Theorien: Die Theorien der
erhdhten Immunogenitat und die Theorie einer defekten DNA Doppelstrangbruch-Repa-
ratur: In mehreren Studien konnte gezeigt werden, dass das immunologische Profil von
HPV-positiven Oropharynxkarzinomen sich von dem HPV-negativer deutlich unterschei-
det. Basis dieser Theorie ist eine bei HPV-positiven Patienten beobachtete erhdhte Zahl
Tumor infiltrierenden T-Lymphozyten im Tumorgewebe in pratherapeutischen Biopsien
und Resektaten. Dabei zeigte sich eine deutliche Korrelation der T-Lymphozytenzahl mit
dem Uberleben (Balermpas et al. 2016, Marcu et al. 2018, Wagner et al. 2016, Welters
et al. 2018). Schwachen dieser Theorie sind das fehlende Verstandnis der hierfur ur-
sachlichen Mechanismen. Wahrend mehrere Arbeiten Hypothesen bezliglich der Art der
Interaktionen von Immunitéat und Bestrahlung generieren (Weichselbaum et al. 2017),
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konnten diese und insbesondere die Frage nach einer spezifischen Rolle von HPV-as-
soziierten OPSCC in diesem Kontext, bisher nicht beantwortet werden (Manukian et al.
2019). Es ist aulBerdem zu bedenken, dass offensichtlich die Immunogenitat prathera-
peutisch nicht ausreichte, den Tumor zu bek&mpfen.

Die zweite Theorie postuliert eine intrinsisch erhdhte zellulare Strahlenempfindlichkeit
HPV-positiver Kopf-Hals-Tumoren. Rieckmann et al. konnte 2013 nachweisen, dass be-
reits HPV-positive Zelllinien gegentiber HPV-negativen eine erhdhte zellulare Strahlen-
empfindlichkeit vorweisen (Rieckmann et al. 2013). Dabei zeigten die untersuchten HPV-
positiven Linien eine deutlich h6here Anzahl residueller Doppelstrangbriiche (DSB) nach
Bestrahlung, was erstmals einen Hinweis auf eine defekte DNA-Reparatur bei HPV-po-
sitiven Kopf-Hals-Karzinomen gab. Seither wurde diese Beobachtung in Arbeiten ande-
rer Forschungsgruppen bestétigt und unterschiedliche Hypothesen bzgl. der genaueren
Mechanismen generiert (Dok et al. 2014, Liu et al. 2018a, Mirghani et al. 2015, Park et
al. 2014, Wang et al. 2017). Zu bedenken bei dieser Theorie ist, dass bei diesen Arbeiten
teils die gleichen, in jedem Fall aber nur eine limitierte Anzahl der ca. 10 aktuell verfiig-
baren HPV-positiven Zelllinien verwendet wurden. Da unklar ist, inwieweit diese repré-
sentativ fir HPV-positive HNSCC sind, stellt diese geringe Bandbreite an HPV-positiven
Modellen die grof3te Limitation der Theorie einer eingeschrankten DSB-Reparatur und
erhohten zellularen Strahlenempfindlichkeit HPV-positiver HNSCC dar.
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Abbildung 4: Erhéhte Strahlenempfindlichkeit HPV-positiver HNSCC im Koloniebildungsassay. Exponentiell
wachsende Kulturen wurden mitdenangegebenen Dosen bestrahlt und 24h spéaterin definierter, geringer
Zellzahl zurKoloniebildung ausgelegt. HPV-positive Linien zeigen eine im Mittel hdhere Strahlenempfind-
lichkeit. Abbildung vergro3ert aus (Rieckmann et al. 2013).
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1.2 Fragestellung: DNA-Schadensantwort HPV-positiver
Oropharynxkarzinome in Ex-vivo-Kulturen von Kopf-Hals-
Tumorgewebe

In der vorliegenden Arbeit ging es um die Fragestellung, ob sich die auf Basis von Zell-
linien-Experimenten generierte Hypothese einer veranderten DNA-Reparaturantwort
HPV-positiver HNSCC, insbesondere OPSCC, an davon unabhéngigem, humanem Tu-
morgewebe verifizieren I&sst.

Hiermit sollte Gberprift werden, ob sich die klinisch manifeste erhéhte Strahlenempfind-
lichkeit HPV-positiver Tumore plausibel durch diese Hypothese erklaren lasst.

Experimentell wurde ein Ex-vivo-Assay verwendet, welches von Dr. rer. nat. Sabrina
Kdcher aus dem Labor fur Strahlenbiologie und Experimentelle Radioonkologie/Univer-
sitatsklinikum Hamburg-Eppendorf flr Prostatatumoren etabliert wurde (Kocher et al.
2019). Die Kulturtechnik wurde 2018 von Dr. med. Joanna Berger erfolgreich auf Kopf-
Hals-Tumorgewebe Ubertragen (bisher unverdéffentlichte Daten).

Bei dem Ex-vivo-Assay handelt es sich um ein Tumormodel, bei dem Tumorfrischge-
webe nach Entnahme als diinner Gewebeschnitt kultiviert wird. Die fur diese Arbeit ver-
wendeten Proben entstammen den Operationspraparaten von in der Klinik fur Hals-Na-
sen-Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf operativ behandel-
ten Patienten, die zuvor einer Verwendung des Gewebes zu Forschungszwecken zuge-
stimmt hatten. Die Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnten die Ex-vivo-Kultivierung
von Tumorschnitten als ein robustes System nachweisen, bei den die kultivierten Tu-
morzellen im Randbereich der Schnittkulturen suffizient oxygeniert und versorgt werden
(Abb. 5).
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Abbildung5: Oxygenierungund Proliferationvon Kopf-Hals-Karzinomzellen (A) und Prostatakarzinomzellen
(B) im Ex-vivo-Assay. Die Pimonidazolfarbung zeigt hypoxische Areale an und die 5-Ethynyl-2"-deoxyuridine
(EdU)-Farbungprolifierende Zellen. (A) Gleichbleibend hohe Anzahl proliferierender Zellen (Edu, griin) 24

h und 48 h nach Beginn der Kultivierung von Kopf-Hals-Tumorgewebe bei niedriger Anzahl hypoxischer
Zellen (Primonidazol, rot). Nicht publizierte Daten zur Verfligung gestellt von Dr. Joanna Berger. (B) Eine
Quantifizierung Edu-und Pimonidazol positiver Zellen der in ex vivo kultivierten Prostatatumorzellen zeigt
eine unverandert hohe Anzabhl proliferierender Zellen auch (iber einen Kultivierungszeitraum von iiber 2
Wochen. Abbildung vergréRert und entnommen aus (Kocher et al. 2019).
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Das Ziel dieser Arbeit ist die vergleichende Analyse der DNA-Reparaturkapazitat von im
Ex-vivo-Assay kultivierter HPV-positiver und negativer Oropharynxtumore. Dazu wurden
diese bestrahlt und 24 h nach Bestrahlung die noch vorhandenen, residuellen DNA-Dop-
pelstrangbriche quantifiziert und verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien
Die benutzten Materialien sind nachfolgend vornehmlich in Tabellenform aufgefuhrt.

Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zellart HPV-Status p53 Status

UD-SCC-2 Hypopharynx HPV-positiv wildtyp

UM-SCC-47 Mundhdohle (Zunge) HPV-positiv wildtyp

UPSC:SCC-154 Mundhdhle (Zunge) HPV- positiv wildtyp

UT-SCC-45 Mundboden HPV- positiv wildtyp

HSC-4 Mundhdhle HPV-negativ mutiert

SAT Mundhdohle HPV-negativ nicht definiert

UT-SCC-5 Mundhdhle HPV-negativ mutiert

UT-SCC-60B Metastase eines HPV-negativ mutiert
Tonsillenkarzinom

F 180 Fibroblasten

MCF-7 Mammakarzinom (Adenokarzinom)

MDA-MB-231 Mammakarzinom (Adenokarzinom)

DKMG Glioblastom

BS-153 Glioblastom

DU145 Prostatakarzinom

Kultivierungsmedium Zelllinien
Spezifisch fur die einzelnen Entitaten wurden die Ublichen Zellkulturmedien
mit entsprechenden Zusatzen wie folgt verwandt:

HNSCC RPMI
FBS (10%)
Penicillin/Streptomycin (1%)

Gibco-Invitrogen
Biochrome
Gibco-Life technologies

Prostatakarzinom DMEM Gibco-Invitrogen

+Mammakarzinom FBS (10%) Biochrome

Glioblastom DMEM Gibco-Invitrogen
hitzeinaktiviertes FBS (10%) Biochrome

Kultivierungsmedium Ex-vivo-Assay

Dem standardmafig verwendeten Zellkulturmedium DMEM wurden antimykotische
und antibiotische sowie hitzeinaktiviertes (60°C; 30min) fétales Rinderserum (FBS)
entsprechend der unten angegebenen Anteile zugesetzt.

DMEM (=Dulbecco's Modified Eagle Medium)
hitzeinaktiviertes FBS (10%)
Penicillin/Streptomycin (1%)

Amphotericin B (1%)

Gibco-Invitrogen
Biochrome
Sigma-Aldrich
Gibco-Life technologies
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Verwendete Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Chemikalien/Material

Firma

Deckglaschen 24x60mm

Automat Star

Diamindinophenylindole (DAPI)

Merck Millipore

Eosinlésung 0,2%

[Medite

Formaldehyd (37%)

Merck Millipore

30mm

Fotales Rinderserum (FBS) Biochrom
Hamatoxylin Meyer Medite
Handschuhe, Nitril VWR
Millicell® cell culture inserts (0.4pm, Merck

Messer (Chopper)

Chroma, Feintechnik GmbH

Mounting Medium Entellan ®

Merck Millipore

Nagellack handelsublich / Drogerie
Objekttrager Roth
Objekttrager Superfrost Hecht

Pipettenspitzen (10 pl/200 pl/1000 wl) Eppendorf

ReaktionsgefalRe (1,5 ml/ 2ml) Sarstedt
ReaktionsgefalZe (15 ml/ 50ml) Greiner
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich
Serologische Pipetten (2/5/10/25ml) Sarstedt
Skalpellklingen, steril Bayha
Sucrose Serva
TissueTek® Serva
Transferpipetten 3,5 ml Sarstedt
Tween 20 Sigma
Triton X-100 Sigma
Trypsin-EDTA Gibco

Vectashield-Eindeckmedium

\Vector Laboratories

Xylol

Chemsolute

Zellkulturflaschen (25 cm2/75 cm#/175 cm?) |Sarstedt

6-well Zellkulturplatten

Greiner Bio one

Verwendete Antikdrper

Antikorper Spezies |Firma, Klon- oder Konzentration/Konzentration

Katalognummer Zelllinie ex vivo
Tumor

anti-53BP1 Kaninchen |[Novus Biologicals, -- 1:250
NB100-304

anti-yH2AX Maus Merck, Klon JBW301 -- 1:250

anti-p63 Maus IAbcam, Klon 4A4 1:250 1:250

anti-p63 Kaninchen [Cell Signaling, Klon 1:800 1:250
D2K8X

Keratin 5 Maus Invitrogen, Klon XM26 1:250 --

anti-Maus Ziege Invitrogen, 1937185 1:1000 1:500

AlexaFluor594

anti-Kaninchen [Ziege Cell signaling 1:1000 1:500

AlexaFluor488 technology, 4412S




2 Material und Methoden

20

Verwendete Inhibitoren

Inhibitoren Firma Konzentration
ATM-Inhibitor = KU55933 Tocris Bioscience 5 uM
Verwendete Puffer und Lésungen
Puffer und Losungen Zusammensetzung
PBS, pH 7,4 137 mM NaCl

10 mM Na2HPO4

2 mM KH2PO4

2,7 2,7 mM KCI

Praparation Gewebeschnitte:

FixierlosungPFA 4% Formaldehyd in PBS
Sucroselésung 25% Sucrose in PBS
Immunfluoreszenz:

Permeabilisierung Zelllinien

0.2% Triton X-100 in PBS

Permeabilisierung Ex-vivo-Assay

1% SDS in Aqua dest.

Blockierlosung

3% BSA in PBS

Waschlosung

0,5% Tween 20 in PBS

Antikorperldsung

0,5% Tween 20 +1%BSA in PBS

Verwendete Gerate

Gerat

Firma

Bestrahlungsgerat

RS225, Gulmay X-ray source (200 kV, 15
mA, additional 0.5 mm Cu filter, dose
rate of 0.8 Gy/min)

Gewebechopper Maclllvine tissue chopper
Mikrotom CryoStar NX70 Thermo Scientific

Pipetten Research Plus, Eppendorf
Pipettierhilfe Accu-Jet Pro, Brand
Schuttler KM-2, Edmund Buhler

Polymax 1040, Heidolph

Sterile Werkbank

Herasafe, Heraeus

\/ortexer Vortex-Genie2 (Scientific Industries)
IKA Vortex Genius3 (IKA Labortechnik)

Waage New Classic MS Mettler Toledo

\Warmeschrank Function line, Haraeus

Zellzahler Coulter Counter

BGR 500, Beckman Coulter

Verwendete EDV-Programme

AxioVision Rel. 4.8

Carl Zeiss Microscopy

GraphPadPrism 5

GraphPad

GIMP 2.10.14

Freie Software

Image J

Freie Software

Microsoft Office 356

Microsoft
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Fir diese Arbeit wurden im Labor fur Strahlenbiologie & experimentelle Radioonkologie
etablierte Zelllinien fir die p63 und Keratin 5 Farbung verwendet. Die Kultivierung der
adharent wachsenden Zelllinien erfolgte standardmafig in Zellkulturflaschen bei 37 °C,
10 % CO2 und 100 % Luftfeuchtigkeit. Unter Beachten der exponentiellen Wachstums-
phase der Zellen erfolgte das Passagieren unter einer sterilen Werkbank nach dem ub-
lichen Prozedere mittels folgender Arbeitsschritte: Absaugen des Mediums, Waschen
mit PBS, Ablésen der Zellen mittels Trypsin und anschlieRend Resuspendierung eines
Teils der Zellen in frisches Medium. Die fur die Versuche bendtigte Zellzahl wurde mit
einem Coulter-Counter bestimmt.

2.2.2 Gewebesammlung

Fir die Ex-vivo-Kultivierung wurden Gewebeproben von Patienten mit einem
Oropharynxkarzinom verwendet, welche am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
behandelt wurden. Die Proben wurden wahrend der medizinisch indizierten
Tumorresektion oder Panendoskopie entnommen, wenn die Patienten zuvor einer
Probenentnahme und Nutzung zu Forschungszwecken miundlich und schriftlich
zugestimmt hatten. Die Aufklarung des Patienten erfolgte im Rahmen der Aufklarung des
operativen Eingriffs mindestens einen Tag vor der Operation. Das Vorliegen einer
schriftlichen Aufklarung wurde praoperativ Uberprift. Die Sammlung von Tumorgewebe
erfolgte im Rahmen der Biobanksammlung fur Tumorfrischgewebe bei Kopf-Hals-
Karzinomen, welche vom Hamburgischen Beauftragten fir Datenschutz und
Informationsfreiheit entsprechend 812a para. 5 des Hamburgischen Krankenhausgesetz
(HmbKHG) genehmigt wurde. Die zugeordnete Fallnummer der Ethikkommission lautet
WF-049/09. Die ausgewahlten Patienten haben einer Sammlung, Archivierung und
Nutzung ihrer Kklinischen Daten im Rahmen des Hamburgischen Krebsregisters
zugestimmt (HmbKrebsR). Ihre Nutzung im Kontext wissenschaftlicher Projekte ist im 88
7 und 8 HmbKrebsR verankert. Das Projekt ist im Einklang mit dem UKE Richtlinien und
Regularien, mit den ethischen Standards des Institutes, sowie der Deklaration von
Helsinki in seiner aktuellen Version.

2.2.3 Ex-vivo-Kultivierung von Tumorschnitten

Die Methodik des Ex-vivo-Assays flr die Kultivierung von Tumorschnitten beruht auf den
Vorarbeiten von Kocher et al. (Kocher et al. 2019). Fir den Ex-vivo-Assay wurden die
aus der Panendoskopie und Tumorresektion enthommenen Schnitte unverziglich nach
Entnahme in mit Medium gefiillten ReaktionsgefaRen in das Labor transportiert und
innerhalb von ca. 30 Minuten weiterverarbeitet. Aus den Proben wurden 400 um dicke
Tumorschnitte angefertigt. Dies erfolgte entweder mit dem Gewebechopper — oder falls
es die Gewebetextur nicht erlaubte — mit dem Skalpell. Die Klingen wurden regelmaRig
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auf Scharfe Uberprift und bei Bedarf gewechselt. Fir HPV-positive und -negative
Tumoren wurden, um Kontaminationen mit dem anderen Gewebe auszuschlie3en,
unterschiedliche Messer benutzt. Die Gewebeschnitte wurden auf feinporige,
beschichtete Millicell®-Kunststoffmembranen gelegt, die in mit 1 ml Medium befillten 6er
wells inseriert waren (Abb. 6) und somit zur optimalen Sauerstoffversorgung an der
Luft/Mediumsgrenze inkubiert. Die Gewebeschnittkulturen wurden anschlielRend bei
37°C, 10% CO2 und 100% Luftbefeuchtung fir 1 Tag, in Ausnahmefallen 2 Tage,
kultiviert, um eine Re-Oxygenierung und eine Erholung des Gewebes zu erreichen. Nach
einem Tag wurde das Medium gewechselt. Die Gewebeschnitte wurden mit O und 3 Gray
bestrahlt und anschlielend fir 2 oder 24 h inkubiert, bevor sie in 4%iger
Formaldehydlosung fir 1 h fixiert wurden. Bei einigen Tumoren mit ausreichender
Gewebemenge wurde in zusatzlichen Anséatzen 2 h vor der Bestrahlung ATM-Inhibitor
hinzuzugeben oder mit einer hdheren Dosis von 6 Gy bestrahilt.

Kulturmedium

¢ 6-well Platte

Abbildung 6: Schematischer Querschnittder Ex-vivo-Kultur. Der etwa 400 umdiinne Tumorschnittwird auf
einefeinporige Kunststoffmembran gebettet, die dem Nahrstoffmedium aufliegt. Die Oxygenierung erfolgt
Uberdie Luft. Abbildungverandert, vereinfachtund Erklarungen Gibersetztausdem Englischennach(Misra
etal. 2019). ImunterenBildteil erfolgte das Hinzufligen einer Fotoaufnahme eigener Experimente.

2.2.4 Kryokonservierung und -schnitte

Die Formaldehyd-fixierten Tumorproben wurden zweimal jeweils 1 h mit PBS/20 % Sac-
charose gewaschen. Die Proben wurden mithilfe von TissueTek ® auf Objekttragern ein-
gefroren und bei -80 °C gelagert. Mit dem Kryotom wurden aus den Proben Kryoschnitte
mit 5 um Dicke angefertigt, die bei -20°C bis zur weiteren Verwendung auf Objekttragern
gelagert wurden.
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2.2.5 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung der Kryoschnitte erfolgte um das Vorhandensein und
die Lokalisation der Tumorzellen in den Gewebeschnitten zu kontrollieren. Kryoschnitte
wurden hierzu 5 Minuten in Hamalaunlésung gelegt und mit Aqua dest. gespult. Ein
langsames Blauen erfolgte durch lauwarmes Leitungswasser. Anschlie3end folgte die 2-
mindtige Inkubation in Eosinlosung. Nach kurzem Abspilen mit Aqua dest. wurden die
Gewebeschnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe entwéssert (mit 70, 96 und 100 %
jeweils 10 Minuten). Der nun entwasserte Schnitt wurde mit Xylol geklart und mit dem
Eindeckmittel Entellan ® und einem Deckglaschen bedeckt

2.2.6 Immunfluoreszenzmikrokopische Farbung der Tumorfrischgewebe

Vor der Immunfluoreszenzfarbung wurden die Kryoschnitte 1,5 h mit 1 % SDS in PBS
permeabilisiert und Gber Nacht bei 4 °C in 3 % Rinderserumalbumin in PBS blockiert.
Die Schnitte wurden anschlieRend 1 h bei Raumtemperatur mit den primaren Antikdrpern
inkubiert und dann dreimalig fur 10 Minuten in 0.5 % Tween 20 in PBS gewaschen.
Anschlieend erfolgten fir 1 h die Behandlung mit dem sekundaren Antikdrper und
wieder 2 Waschschritte. Fir die Inkubationen wurden die Schnitte in einer feuchten
dunklen Kammer gelegt. 40,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) wurde der L6sung mit den
sekundaren Antikérper zugesetzt um eine Farbung des Nukleus zu erreichen. Nach
Komplettierung der Farbung und ausreichender Trocknungszeit wurden die Objekttrager
mittels eines kleinen Tropfens Mounting Medium gemountet und die Rénder der
Deckglaschen wurden mit Nagellack luftdicht verschlossen.

2.2.7 Immunfluoreszenzmikroskopische Farbung von Zelllinien

Unbehandelte Zellen wurden auf Deckglaschen in Zellkulturschalen ausgelegt und am
nachsten Tag mit 4 % Formaldehyd bei Raumtemperatur fir 10min fixiert. Im Anschluss
daran wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, bevor sie mit 1 % BSA und 0,2 %
Triton X-100 in PBS fur 10Minuten permeabilisiert wurden. Bis zum weiteren Gebrauch
wurden die Zellen in PBS bei 4 °C gelagert. Zum Blockieren unspezifischer
Bindungsstellen wurden die Zellen Uber Nacht mit 3 % BSA versetzt. Es folgte die
Inkubation fiir 1 h mit den Primar-Antikorper (anti-p63, bzw. Keratin 5) in 1 % BSA und
0,5 % Tween 20 in PBS. Nach drei Waschschritten in 0,5 % Tween20 in PBS mit einer
Dauer von 10 min folgte die Inkubation mit den sekundaren Antikérper und DAPI und fir
1 h und anschlieBend nochmals 3 Waschschritte. Die Deckglaschen wurden danach mit
einem Tropfen Mounting Medium auf den Objekttrager aufgebracht und mit Nagellack
versiegelt. Eine Lagerung der Objekttrager erfolgt im Dunkeln bei 4 °C.

2.2.8 Fluoreszenzmikroskopie und Quantifizierung von DNA-
Doppelstrangbruch-Foci

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde unter Verwendung eines Zeiss AxioObservers
durchgefuhrt (Z1-Mikroskop, Objektive: x20, Auflosung 0,44 um; Plan Apo 63/1,4 QOil
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DICII, Auflésung 0,24 pum; Filter: Zeiss 43, Zeiss 38, Zeiss 49). Z-Stapel von
halbkonfokalen Bildern wurden unter Verwendung eines Zeiss Apotome, der Zeiss
AxioCam MRm Kamera und der Zeiss AxioVision Software durchgefihrt. Die
Belichtungszeit wurde spezifisch fiir die einzelnen Antikorper kalibriert und bei den
unterschiedlichen Tumoren und Ansatzen konstant gehalten (1200 -1500 ms fiir p63,
750-800ms fur 53BP1, 15-20 ms fur DAPI).

Zur Quantifizierung der 53BP1-Foci wurden zundchst in den mikroskopischen Bildern
die in den p63-positiven Zellkernen und Kernfragmenten befindlichen 53BP1-Foci
manuell gezahlt. Danach erfolgte die pixel-basierte Quantifizierung der dazugehérigen
Kernflache mittels Image J durch DAPI-basierte Bildmasken der p63-positiven Zellkerne
der jeweiligen Bilder. Die erhaltenen Foci/Flache-Werte wurden final auf die Flache eines
durchschnittlichen Tumorzellkerns normalisiert. Diese durchschnittliche Kernflache
wurde zuvor durch Quantifizierung der durchschnittlichen Flache von tber 200 optisch
vollstandigen Nuklei aus 10 verschiedenen ex vivo kultivierten Tumoren ermittelt. Die
finalen Angaben fir jeden Tumor erfolgten somit als Anzahl der 53BP1-Foci pro
flachennormierten Nukleus nach folgender Formel:

Anzahl der Foci _ Anzahl der Fod
norrr. Nukleus DAPI Flache

x durchschnittliche Kernflache

Durch diese Auswertung pro DAPI-Flache konnten sowohl mittig geschnittene Kerne als
auch nicht-mittig geschnittene Kernfragmente in die Analyse einbezogen werden. Da
naturgemaf keine Wiederholungsversuche im Ex-vivo-Assay moglich waren, war eine
sinnvolle Berechnung von Standardabweichungen pro Préaparat nicht mdglich und ent-
sprechend finden sich keine Fehlerbalken bei der graphischen Préasentation. Abschlie-
Rend wurden Mittelwert (und Standartabweichung) der Foci pro norm. Nukleus zwischen
HPV-positiven und -negativen Tumoren verglichen. Die Berechnung der Signifikanz
(nicht-gepaarter, zweiseitiger T-Test) und Darstellung der Graphen erfolgte mittels
Microsoft excel oder GraphPad Prism 6 Software (GraphPad).



3 Ergebnisse 25

3  Ergebnisse

3.1 Projektibersicht

Zum Vergleich der DSB-Reparaturkapazitdten von HPV-positiven und HPV-negativen
Oropharynxtumoren wurde Tumorfrischgewebe entsprechend der oben genannten Vor-
arbeiten (S. Kocher, J. Bartels, Kap. 1.2) in DMEM-Medium auf Zellkultureinsatzen kul-
tiviert und nach einer Erholungsphase von ca. 24 h bestrahlt. Mittels Immunfluoreszenz
wurden 53BP1-Foci als Surrogatmarker fir residuelle DSB 24 h nach Radiatio in HPV-
positiven und HPV-negativen Tumoren quantifiziert. Die Anzahl der durchschnittlichen
residuellen Foci pro Nukleus eines Tumors korreliert dabei negativ mit seiner DNA-Re-
paraturfahigkeit

Die Arbeitsschritte im Einzelnen werden in Abbildung 7 zusammengefasst und die Er-
gebnisse nachfolgend detailliert beschrieben:

iy 2,24h pa :
C £ wmoy B

BiOpSi€ wmp 400 pm ==p Kultivierung == Bestrahlung == Kryofixierung == Schnittpriparat
Schnitte in Ex vivo (DSB (Mikrotom)

Induktion)
53ﬁP1 /
1O
- B 4. = L

Detektion der DNA-Reparatur Foci Quantifizierung  Quantifizierung Focinummer/

(53BP1) in den Tumorzellen(p63+) der Foci der DAPI Flache durchschnittliche
Flache des Nucleus

(1I[[])

Abbildung 7: Schema der DNA-Doppelstrang (DSB-)messung aus ex vivo Kultivierten frischen Kopf-Hals-
Tumorgewebe. Tumorgewebe wird mitdem Chopper oder Skalpell in etwa 400 um grof3e Schnitte geteilt,
aufkleinporige Kunststoffmembranen auf eine mit Medium gefiillte 6-well Zellkulturplatte gelegt, teilweise
bestrahlt und teilweise mit Inhibitoren behandelt. Nach 2 oder 24h erfolgt die Fixierung mit
Paraformaldehyd (=PFA) und Tissue-Tek®. Mithilfe des Mikrotoms werden aus dem gefrorenen
Tumormaterial feine Kryoschnitte gefertigt (5 um Schnittdicke). InderImmunfluoreszenz kénnendie durch
Bestrahlung induzierten DSB (Fixierung 2h nach Bestrahlung) und die residuellen DSB (Fixierung 24h nach
Bestrahlung)durch53BP1indenTumorzellendetektiertwerden. Diegleichzeitige Farbungvonp63macht
die Tumorzellensichtbar. Die Quantifizierung derFocierfolgt manuell. Die Zellkernflacheanhand der DAPI
Farbungwird mitImage J berechnet. Zuletzt wird der Wert Foci/Nukleus in normierter Flache angegeben.
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3.2 Ex-vivo-Gewebeschnitt-Kultivierung von Kopf-Hals-
Tumoren nach Kdcher

Entsprechend der in Abbildung 7 beschriebenen Methodik konnten Proben von 14
Oropharynxkarzinom-Patienten (8 HPV-positive und 6 HPV-negative) entnommen, kul-
tiviert und hinsichtlich ihrer DSB-Reparaturkapazitat charakterisiert und verglichen wer-
den.

Im Medium transportierte, frisch resezierte Tumorproben wurden dazu innerhalb von 30
Minuten zu 400 um diinnen Schnitten mit dem Gewebechopper préapariert, sofern dies
die Gewebetextur zuliel3. Alternativ wurde ein scharfes Skalpell verwendet. Die Schnitte
wurden auf feinporigen Kunststoffmembranen kultiviert, welche dem Nahrmedium aufla-
gen (Kap. 2.2.3 Abb. 6) und nach 24 Stunden bestrahlt. Die Fixierung erfolgte 2 und 24
h nach Bestrahlung, um sowohl induzierte als auch residuelle Doppelstrangbriiche sicht-
bar machen zu kdnnen. Nach Fixierung in 4%iger Formaldehydlésung wurden unter Ver-
wendung von Tissue Tek ® die Gewebeproben kryokonserviert und anschliel3end bei -
80°C gelagert. Im Folgenden, wurden die Proben mit dem Kryotom zu 5 um dinnen
Schnitten weiterverarbeitet, die auf kaltestabilen Objekttragern fixiert wurden. Die Tu-
morzellen auf den Gefrierschnitten konnten mittels immunfluoreszenzmikroskopischer
Farbung auf die Anzahl der 53BP1-Foci und damit vorliegenden DSB untersucht werden
(Abb. 7, Spalte 2, gruin). Zur Identifikation der Tumorzellen wurde der Tumormarker p63
verwendet (Abb. 7, Spalte 2, rot). Schlussendlich wurden die Anzahl der Foci quantifiziert
und als Foci pro flachennormierten Zellkern angegeben (Kap. 2.2.8).

Die Erfolgsrate dieser Methodik (entnommene/ abschlieBend auswertbare Proben)
konnte von anfanglich 50% auf mehr als 90% gesteigert werden. Die Optimierung er-
folgte vor allem durch Modifikationen der Probeentnahme, welche mit Verzicht auf rei-
Bende und Verwendung von schneidenden Instrumenten atraumatisch gestaltet werden
konnte.

Einzelne Schritte der beschriebenen Methodik (Abb.7) stellen eine Abweichung zum
Versuchsprotokoll nach Kécher dar. p63 wurde als Kopf-Hals-Tumormarker verwendet,
seine Validitat wurde zuvor Uberprift (Kap. 3.2). Die Entscheidung fur die Detektionvon
DSB mittels 53BP1-Foci war das Resultat einer vergleichenden DNA-DSB-Analyse mit
dem DNA-DSB-Marker yH2AX (Kap. 3.4).

3.3 p63als Kopf-Hals-Tumormarker

In den Schnittpraparaten von Kopf-Hals-Karzinomen liegen Tumorzellen und peritumo-
rale Zellen, wie beispielsweise Fibroblasten oder Immunzellen nebeneinander vor. Fir
die Fragestellung der Arbeit war eine sichere ldentifizierung der Tumorzellen notwendig.
Die Verwendung eines Tumormarkers mit nuklearer Farbung ist gegentiber einem mit
zytoplasmatischer Farbung im Ex-vivo-Assay von Vorteil. p63 ist ein nuklear vorkom-
mendes Protein aus der p53-Familie, welches bei Kopf-Hals-Tumorzellen hochreguliert
ist und fur ihren Nachweis verwendet werden kann (Khan et al. 2012). Um zu tberprifen,



3 Ergebnisse 27

ob p63 verlasslich Kopf-Hals-Tumorzellen detektiert, erfolgten zunachst immunfluore-
zenzmikoskopische Farbungen an Zelllinien und an ex vivo kultiviertem Tumorfrischge-
webe.

Abbildung 8A zeigt das Ergebnis einer immunfluoreszenzmikroskopischen Farbung von
p63 in einer Mischkultur bestehend aus Tumorzellen einer HPV-positiven Kopf-Hals-Tu-
mor-Zelllinie und einer Fibroblasten-Zelllinie. Als Kontrolle wurde Keratin 5 verwendet,
ein Protein der Keratinfamilie, welches im Zytoplasma der meisten Plattenepithelkarzi-
nome hochreguliert wird und als HNSCC-Marker anerkannt ist (Moll et al. 2008): Die in
ihrer Morphologie durch die kleine Gré3e abgrenzbaren HPV-positiven Tumorzellen die-
ser Linie waren positiv fir Keratin 5 und p63, wahrend die Fibroblasten negativ waren
(Abb.8).

DAPI p63 Keratin 5 Merge

Abbildung 8: Immunfluoreszenz Co-farbung von p63 und Keratin 5 von UD-SCC-2 und Fibroblasten F180
inMischkultur. p63undKeratin5farben spezifisch die UD-SCC 2 Tumorzellen(untere Zelle), wahrend
die Fibroblasten negativ fir beide Tumormarker sind (obere Zellen).

AnschlieRend wurde die diagnostische Wertigkeit von p63 als Kopf-Hals-Tumormarker
an 4 HPV-positiven und 4 HPV-negativen Kopf-Hals-Tumorzelllinien (darunter eine
Lymphknotenmetastase: UT-SCC-60B) und 5 Tumorlinien anderer Entitaten Uberpruft.

p63 konnte dabei in allen 8 verwendeten Kopf-Hals-Tumorzelllinien detektiert werden,
Fibroblasten und Tumoren anderer Entitdten waren p63-negativ Die Intensitat der p63
Farbung unterlag zelllinienspezifischen Unterschieden, sowohl innerhalb der HPV-nega-
tiven als auch der HPV-positiven Gruppe.
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Abbildung 9 Validitat von p63 als Kopf-Hals-Tumormarker in Zellllinien. Immunfluoreszenzfarbung von p63
in HPV-positiven und HPV-negativen HNSCC-Zelllinien, Fibroblasten und Tumorzellen anderer Entitaten
(keine Plattenepitheltumoren). p63 farbt spezifisch Tumorzellen von Kopf-Hals-Karzinomen. Abkirzungen:
Kerb=Keratin 5, HNSCC=head and neck squamous cell carcinoma, ProstataCA=Prostatakarzinom,
MammaCA= Mammakarzinom, LNM= lymph node metastasis, Lymphknotenmetastase.
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Abschlie3end wurde die Funktionalitat von p63 als Kopf-Hals-Tumormarker auf den Kry-
oschnittpraparaten der ex vivo kultivierten Tumoren tberpruft und die Ergebnisse mit der
HE-Farbung verglichen (Abb. 10A). p63 konnte die Tumorzellen von Immunzellen und
Zellen des Stromagewebes sicher unterscheiden. Ahnlich der Immunfloreszenzfarbung
der Zelllinien variierte die Intensitat der p63-Farbung im Laufe des Projektes von Tumor
zu Tumor unabhangig vom HPV-Status (Abb. 10B). In einigen Tumoren zeigten sich
suspekte, dysmophe Zellkerne p63-negativ. Die Anzahl der mittels p63-Farbung vermut-
lich falsch negativ detektierten Zellen war von Tumor zu Tumor unterschiedlich. Anhand
der Zellkernmorphologie womdglich falsch positiv gefarbte Zellen konnten hingegen
nicht beobachtet werden, was fiir eine hohe Spezifitat spricht (Abb. 10C) Zur Uberpri-
fung des verwendeten p63 Antikdrper (Spezies Maus) wurde zudem eine Doppelfarbung
mit einem zweiten, unabhangigen p63 Antikbrper (Spezies Kaninchen) durchgefihrt. Da-
bei wurden die Tumorzellen von beiden Antikdrpern gleichermal3en detektiert (Abb.
10D).

Abbildung 10: Validitat von p63 in ex vivo kultivierten Kopf-Hals-Tumorfrischgewebe. A) Verlassliche Abgren-
zungvonp63-positiven Tumorzellenund p63-negativenperitumoralenZelleninder Immunfluoreszenzfar-
bung bei Vergleich mit der HE-Farbung. Bei unterschiedlichen Schnitthéhen werden gleiche Gewebe-
schnittareale und nichtgleiche Tumorzellenkorreliert. (B) HPV-unabh&ngige tumorspezifisch variable In-
tensitat der p63-Farbung . HE= Hamatoxylin-Eosin-Farbung, IF= Immunfluoreszenz. (C) Tumorspezifische
variable Sensitivitdt von p63. (D) Kongruenz des verwendeten Antikrpers (Spezies: Maus) miteinem un-
abhangigen p63 Antikdrper (Spezies: Kaninchen).
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3.4 Vergleich von 53BP1-Foci und yH2AX-Foci

Ziel der Arbeit war der Vergleich der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche nach Bestrah-
lung bei HPV-positiven und HPV-negativen OPSCC. Durch lokal stark erhdhte Konzent-
rationen bilden unterschiedliche Markerproteine distinkte, in der Immunfluoreszenz
nachweisbare Foci in der unmittelbaren Umgebung von DNA-DSB, welche somit quan-
tifiziert werden kénnen. Die am haufigsten verwendeten Marker sind 53BP1 und yH2AX
(Rothkamm et al. 2015). In einer Immunfluoreszenz-Co-Farbung von 53BP1- und yH2AX
zeigten sich die 53BP1-Foci als deutlich klarer abgrenzbar als die yH2AX-Foci (Abb. 11).

Merge
(DAPI+53BP1+
YH2AX)

YH2AX

Abbildung 11: Vergleich von residuellen 53BP1 und yH2AX-Foci bei einem ex vivo kultivierten HPV-positiven
OPSCC(T8) 24 h nach Bestrahlung. Im Vergleich zu den yH2AX-Foci sind 53BP1-Fociwesentlich leichter vom
Hintergrund abzugrenzen undquantifizierbar
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YH2AX-Foci kolokalisierten zwar oft mit 53BP1, jedoch war zur Detektion eine relativ
starke Belichtung notwendig und es fanden sich auch verhaltnismanig viele Signale au-
Rerhalb der Nuklei, die somit naturgemaf nicht mit DSBs assoziiert sein konnten. Im
Gegensatz zu den yH2AX-Foci waren quasi alle 53BP1-Foci mit yH2AX kolokalisiert,
sodass 53BP1 eine hohe Spezifitdt zuzuordnen ist. Bei den deutlicheren Signalen ist
ebenso von einer hohen Sensitivitat auszugehen. Fir die weiteren Versuche wurden
daher 53B1-Foci zur Quantifizierung der DSB verwendet.

3.5 Patientencharakteristika

Nach Etablierung von p63 als Tumormarker und Uberpriifung von 53BP1 als DNA-DSB-
Marker wurde der Ex-vivo-Assay wie oben beschrieben durchgefihrt (Kap. 3.1, Kap. 3.2,
Abb.7). Es konnten fir die strahlenbiologischen Untersuchungen insgesamt 6 HPV-ne-
gative und 8 HPV-positive Tumore eingeschlossen werden. Bei allen Patienten handelte
es sich um ein neu diagnostiziertes Oropharynxkarzinom. Rezidive, Patienten mit einer
vorbestehenden onkologischen Erkrankung sowohl im HNO-Bereich als auch in anderen
Lokalisationen sowie Patienten mit einer strahlen- oder chemotherapeutischer Vorthera-
pien befanden sich nicht in der untersuchten Kohorte.

Pat No Alter Geschlecht Lokalisation Ed.7 (Ed.8) ECS plé HPV Raucher- Pack Alkohol
T N M status years status
0-HNSCC HPV- T7 63 weibl.  Tonsille 4a 3b 0 nein nein - Nichtraucher 0 1 Glas Wein/Tag
T13 62 mannl.  Vallecula 1 0 0 nein  nein - Raucher 40 4 Bier/ Woche
T14 75 weibl.  Zungengrund 4 2¢ 0 nein nein - ehem. Raucher 30  unklar
T29 79 mannl.  Uvula, Weichgaumen 1 0 nein nein - Raucher 30 ehem. Abusus
T32 66 méannl.  retrotonsilldr 4a 0 0 nein nein - Raucher 40  Abusus
T11 61 mannl.  Vallecula 4a 3b 0 ja nein - Raucher 45 Abusus
O-HNSCCHPV+ T2 62 mannl.  Tonsille 2 2b(1) 0 nein ja 16 ehem. Raucher 20  Bier/ week-end
T8 62 mannl.  Tonsille 2 1 0 ja ja 16 Raucher 25  1Bieralle 2 Tage
T25 77 weibl.  Tonsille 2 2b(1)0 ja ja 16 Nichtraucher 0 3 Gldser wein/week-end
T26 53 mannl.  Tonsille 2 2a(1)o nein ja 16 Nichtraucher 0 7 Bier/week-end
T27 57 mannl.  Tonsille 1 2(1) 0o Ia ja 16 Raucher 5 2 Bier/Tag
T30 52 mannl.  Zungengrund 2 2(1) o Néin ja 16 ehem. Raucher 10  unklar
T33 74 mannl.  Tonsille, Zungengrund 2 2b(1) 0 Nein ja 16 Nichtraucher 0 Kein Alkohol
T36 64 mannl.  tonsil 2 1 0 la ja 16 Nichtraucher 0 selten

Tabelle 1: Klinische und histopathologische Charakteristika der eingeschlossenen Patienten. Alter, TNM-Sta-
tus und Noxenexposition entsprechen den typischen Merkmalen HPV-positiver und-negativer Kopf-Hals-
Karzinompatienten. Zur besseren Vergleichbarkeit wird primar die 7. Edition der UICC/TNM-Klassifikation
angegeben. Anderungen zur 8.Edition betreffen den N-Status bei den HPV-positiven OPSCC T2, T25, T26,
T27,T30und T33 undwerdeninKlammernangegeben. Alle Patientenwurden operiert mit Ausnahme von
T26und erhieltenje nach Risikoprofil eine adjuvante Radio(chemo)therapie. Der p16-Status wurde mittels
pl6-Immunohistochemie bestimmt, der-Nachweis von HPV erfolgte mittels HPV-PCR. Alle HPV-positiven
OPSCC zeigtenden HPV Typ 16. Abkirzungen: Ed. = Edition, ehem.=ehemalig
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Der HPV-Status wurde aus dem entnommenen Gewebe entsprechend der klinischen
histopathologischen Routinediagnostik bei Kopf-Hals-Karzinomen am Universitatsklini-
kum Hamburg-Eppendorf mittels p16-Immunhistochemie und HPV-PCR bestimmt. Die
Patientencharakteristika der eingeschlossenen Patienten sind in Tabelle 1 zusammen-
gefasst. Die klinischen und pathologischen Charakteristika entsprechen typischer Merk-
male HPV-positiver und HPV-negativer Kopf-Hals-Karzinompatienten. HPV-negative
Patienten zeigten eine héaufigere Raucheranamnese und Alkoholexposition wahrend
HPV-positive Kopf-Hals-Tumorpatienten junger waren (Durchschnittsalter: 61,4 Jahre
vs. 71 Jahre) und bei geringeren T-Stadien haufiger Lymphknotenmetastasen mit extra-
kapsularen Wachstum (ECS) zeigten. Alle HPV-positiven OPSCC zeigten den HPV Typ
16.

3.6 Analyse der DNA-Reparaturkapazitat bei HPV-positiven
und negativen HNSCC

Um zu untersuchen, ob HPV-positive Kopf-Hals-Karzinome sich in der DNA-Reparatur-
kapazitat gegeniiber den HPV-negativen unterscheiden, wurde bei den untersuchten
Tumoren die Anzahl der residuellen DNA-Doppelstrangbriiche nach Bestrahlung quan-
tifiziert und die Werte zwischen den beiden Gruppen verglichen. Wie zuvor beschrieben
wurden hierzu die Tumore mit 3 Gy bestrahlt und nach einer Inkubationszeit von 2 h zur
Kontrolle der radiogen induzierten DSB und nach 24h zur Untersuchung der residuellen
DSB fixiert. In der Immunfluoreszenz wurden durch eine Co-Farbung die DSB mittels
53BP1-Foci nur in den durch p63-Positivitdt markierten Tumorzellen fur analysiert.

Wie in Abbildung 12A, Zeile 1 zu sehen, zeigen sowohl HPV-positive als auch HPV-
negative Tumore im unbehandelten Zustand nur sehr wenige 53BP1-Foci. Nach Be-
strahlung wird in beiden Entitaten eine Vielzahl von Doppelstrangbriichen induziert (s.
Abb. 12A, Zeile 2). Deutliche Unterschiede zeigten sich aber in der Anzahl der residuel-
len Foci 24 h nach Bestrahlung (Abb. 12A, Zeile 3). Hier zeigten sich in den HPV-positi-
ven Tumoren sichtbar mehr Foci als in den HPV-negativen, in denen nur noch vereinzelt
schwach gefarbte 53BP1-Foci verblieben waren. Nach halbautomatischer Quantifizie-
rung mit Image J ergibt sich bei den HPV-negativen Tumoren eine Foci-Anzahl pro nor-
miertem Zellkern in einer Spannbreite von 0,6 bis 2,1 und bei HPV-positiven von 2,4 und
10,1 (Abb.12B). Nach Subtraktion des Hintergrundes, d.h. der Anzahl der Foci in der
unbestrahlten Kontrolle des jeweiligen Tumors, ergibt sich eine signifikantunterschiedli-
che durchschnittliche Foci-Anzahl pro normierten Zellkern von 1,3 bei HPV-negativen
und 6,3 bei HPV-positiven, d.h. eine etwa 5-fach erhéhte Foci-Anzahl (p= 0,0019; nicht-
gepaarter, zweiseitiger T-Test) (Abb. 12B).
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Abbildung 12: Vergleich residueller Foci 24 h nach Radiatio mit 3 Gy bei HPV-negativen (n=6) und HPV-posi-
tiven (n=8) OPSCC. (A) Reprasentatives Bild einer Immunfluoreszenz-Co-Farbung mit p63 und 53BP1 in ei-
nemHPV-negativen (T7)undeinen HPV-positivem(T25) Tumor. Beiahnlicher Induktionder Focinach Be-
strahlung, bei beiden Tumoren zeigen sich deutlich weniger residuelle Foci beim HPV-negativen Tumor. (B)
Quantifizierung der Foci pro normierte Zelllkernflache 24h nach Bestrahlung mit 3Gy im Vergleich zur un-
bestrahlten Probe. Es zeigen sich deutliche Unterschiede zwischen HPV-negativen (0,6-2,1 Foci/normierte
Zellkernflache) und HPV-positiven OPSCC (2,4-10,1 Foci/normierte Zellkernflache). (C) Quantifizierung der
residuellen Focinach Abzugdes Hintergrundwertes (0 Gy/24h). Der Unterschied zwischen HPV-positiven
und negativen ist hochsignifikant (p=0,0019).
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3.7 ATM-Inhibition

Bei 3 HPV-negativen und 6 HPV-positiven Tumoren lag genug Tumormaterial vor, um
eine Inhibition von Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM), der zentralen Kinase der DNA-
Schadensantwort, vor Bestrahlung durchzufuhren. Weiterhin wurde eine Dosiserh6hung
von 3 auf 6 Gy vorgenommen. Primér dienten diese Versuche der Uberprifung der Funk-
tionalitat des Ex-vivo-Assays. In beiden Fallen sollte sich eine Erh6hung der residuellen
Foci im Vergleich zur Bestrahlung mit 3 Gy zeigen (Rainey et al. 2008).

Die Bestrahlung mit 6 Gy fuihrte im Vergleich zur Bestrahlung mit 3 Gy zu einer hoheren
Zahl induzierter und residueller Foci bei HPV-positiven und -negativen Tumoren (Abb.
11A und 11C). Bei den einzelnen Tumoren waren die residuellen Foci nach 6 Gy im
Vergleich zu 3 Gy um den Faktor 1,3 bis 2,5 (HPV-negativ) und 1,7 bis 2,7 (HPV-positiv)
auf ahnliche Weise erhoht. Die Anzahl der residuellen Foci nach 6 Gy bei HPV-positiven
im Vergleich zu HPV-negativen bestatigte den bei 3 Gy gemessenen Unterschied (Kap.
3.5).

Eine ATM-Inhibition vor Bestrahlung mit 3 Gy fihrte zu einer deutlichen Zunahme der
Foci-Anzahl bei HPV-negativen Tumoren. Mit einer durchschnittlichen Erhéhung um das
4-fache und einer maximalen Erhéhung der Foci um das 5,8-fache zeigten sich bei HPV-
negativen Tumoren eine hohere Anzahl der Foci nach ATM-Inhibition und Radiatio mit 3
Gy als nach einer Radiatio mit 6 Gy (Abb. 13A, 13B).

Im Unterschied hierzu fihrte eine ATM-Inhibition nur bei einem HPV-positiven Karzinom
zu einer deutlichen Erhdéhung der Foci-Zahl, wahrend die Gbrigen HPV-positiven Tumo-
ren sogar etwas niedrigere Werte als nach einer alleinigen Bestrahlung zeigten (T30,
Abb.13). Dieser sich @hnlich den HPV-negativen Tumoren verhaltende HPV-positive Tu-
mor (T30) zeichnete sich auch durch die niedrigste Anzahl residueller Foci nach 3 Gyin
der HPV-positiven Kohorte aus: Mit einem Wert von 1,6 Foci/ Nukleus (norm.) lag T30
im oberen Bereich der HPV-negativen Tumore (Abb.12C, rechts, unterster Punkt der
HPV-positiven Gruppe). Eine ATM-Inhibition fiihrte bei T30 zu einer Erhéhung der Foci-
Zahl um mehr als das doppelte im Vergleich zur alleinigen Radiatio (Abb. 13B, mittig,
schwarzer Balken).
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Abbildung 13: Vergleichresidueller Foci 24 h nach Radiatio mit 3 Gy, 3 Gy und ATM-Inhibitionund 6 Gy bei
HPV-negativen (n=3) und HPV-positiven (n=6) OPSCC. (A) Reprasentatives Bild einer Immunfluoreszenz-Co-
Farbung mit p63 und 53BP1 in einem HPV-negativen (T14) und einem HPV-positiven (T36) Tumor. ATM-
Inhibition erhoht die Zahl residueller DSB deutlich beim HPV-negativen Tumor (rechts), nicht jedoch beim
HPV-positiven Tumor (links). (B) Quantifizierung der Foci pro normierte Zellkernflache 24 hnach Radiatio
mit 3Gy (hellgrau), Radiatio mit 3Gy und ATM-Inhibition (mittelgrau) und Radiatio mit 6 Gy (schwarz).
Erhohung residueller Focinach ATM-Inhibition vor Radiatio bei allen HPV-negativen und nur einem HPV-
positiven Tumor. Der 3Gy 24h- Wert (Abb. 12B) wurde nach Subtraktion des Hintergrundes (0 Gy 24h) auf
1normiert. Die Anzahl der Foci/normiertenZellkern nach ATM-Inhibition und Dosiserh6hung auf 6 Gy wur-
den hierzu ins Verhaltnis gesetzt.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnten die aus Zelllinien-Experimenten generierten Ergeb-
nisse, einer beeintrachtigten DNA-Reparaturkapazitat HPV-positiver OPSCC, in davon
unabhangigen, humanen Tumorfrischgewebeproben statistisch signifikant bestatigt wer-
den.

Auf experimenteller Ebene wurden hierzu humane Tumorgewebsschnitte ex vivo kulti-
viert. Die dazu verwendete Methodik basierte auf den Vorarbeiten des Labors fir Strah-
lenbiologie & Experimentelle Radioonkologie des Universitatsklinikums Hamburg-Ep-
pendorf. Hinsichtlich der spezifischen Fragestellung wurde in dieser Arbeit das Ver-
suchsprotokoll der Vorarbeiten in einigen Punkten angepasst (Kap. 4.1).

Die vorliegenden Ergebnisse sind meines Wissens die ersten, die einen DNA-Repara-
turdefekt HPV-positiver Kopf-Hals-Tumoren unabhéngig von Zelllinien-Daten belegen.
Die These, dass defekte DNA-Reparaturmechanismen und eine erhdhte zellulare Strah-
lenempfindlichkeit HPV-positiver Oropharynxtumore wesentlich zur klinisch manifesten
erhdhten Strahlensensibilitat dieser Tumore gegentiber HPV-negativen OPSCC beitra-
gen, erscheint damit zunehmend plausibel (Kap. 4.2).

Unsere Ergebnisse gaben ferner Hinweise darauf, dass eine Dysregulation ATM-abhan-
giger Signalwege einen Mechanismus der ineffiziente DNA Schadensantwort und erhgh-
ten zellularen Strahlenempfindlichkeit HPV-positiver OPSCC darstellt (Kap. 4.3).

4.1 Etablierung eines Ex-vivo-Assays fur Kopf-Hals-
Karzinome zur Messung der individuellen
Radiosensibilitdt (Methodik nach Kécher)

Basierend auf der bereits in den 1960er Jahren durchgefiuihrten Methode der Kultivierung
und Analyse gesunder Gewebeschnitte (Bousquet und Meunier 1962, Loffredo
Sampaolo 1956) konnte in den letzten Jahren die erfolgreiche Kultivierung von Tu-
morfrischgewebe nach Anfertigung dinner Gewebeschnitte durch andere Arbeitsgrup-
pen gezeigt werden (Jiang et al. 2019, Menegakis et al. 2015, Naipal et al. 2014, Willers
et al. 2015). Der hier vorgestellte und verwendete Ex-vivo-Assay basiert auf den Vorar-
beiten zur Kultivierung von Prostatatumorgewebe von Kdcher et al. (Kocher et al. 2019),
unterscheidet sich jedoch von diesem bezglich einiger Einzelheiten. Im Folgenden wer-
den die unterschiedlichen Techniken im Vergleich zu der in dieser Arbeit verwendeten
diskutiert und die aktuelle und zukunftig moégliche Bedeutung des ex-vivo-Assays eror-
tert.

Kultivierung: Um eine hohe Unversehrtheit des Gewebes vor Kultivierung zu gewahrleis-
ten, ist eine mdglichst atraumatische Gewebeentnahme zu empfehlen. Bei vielen Loka-
lisationen gelingt dies mittels Stanzbiopsie (Kocher et al. 2019). Bei Kopf-Hals-Karzino-
men sollte auf reiRende Instrumente wie beispielsweise einer Probenentnahme mit dem
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Doppell6ffel verzichtet und scharf schneidende Instrumente verwendet werden. Zur An-
fertigung der Gewebeschnitte kann wie in unserem Protokoll ein Gewebechopper oder
Skalpell verwendet werden. Je nach Entitdt und Gewebetextur kénnen auch mit dem
Vibratom oder Krumdieck Gewebeschneider zufriedenstellende Ergebnisse erzielt wer-
den (Gerlach et al. 2014, Meijer et al. 2017, Vaira et al. 2010). Bei der Kultivierung der
Tumorschnitte werden in unterschiedlichen Gruppen verschiedene technische Methodi-
ken verwendet. Nach der in vorliegender Arbeit angewandten Methode nach Kocher
werden die Tumorschnitte auf feinporige Kunststoffmembranen gebettet, die in mit Me-
dium gefilliten 6-well Platten gelegt werden. Durch Positionierung der Tumorschnitte in
der Luft-Medium-Grenzschicht wird eine optimale Oxygenierung und Nutrition gewahr-
leistet. Es ist auch moglich, einen Tumorschnitt am Boden einer mit Medium gefillten
Schale zu kultivieren oder ein Gewebestiick im Medium unter Rotationsbewegungen
flottieren zu lassen. Mehrere Vergleichsarbeiten konnten nachweisen, dass der Einsatz
von feinporigen Membranen mit Oxygenierung des Gewebes durch die Luft gegentber
anderen Methoden Uberlegen ist. Eine besseren Vitalitat und niedrigeren Aktivierung von
Stressproteinen und weniger genetischen Veranderungen des Gewebes lieRen sich
nachweisen (Davies et al. 2015, de Hoogt et al. 2017, Meijer et al. 2017). Bei Verwen-
dung der Methodik nach Kdcher fanden sich vitale und oxygenierten Zellen verlasslich
in den aufleren Schichten des Gewebeschnitts. Die Tumorzellen aus dem Prostatage-
webeschnitten im Randbereich konnten bis zu 15 Tage mit gleichbleibenden Oxygenie-
rungs- und Proliferationsstatus in Kultur gehalten werden (Kocher et al. 2019) (Kap. 1.3,
Abb.5). Bei Ubertragen dieser Methodik auf Kopf-Hals-Tumorgewebe konnten diese Be-
obachtungen fur einen Zeitraum von etwa 72 h reproduziert werden (Berger et al., un-
vertffentlichte Daten). In dieser Arbeit wurde die Analyse von Tumorschnitten in der Re-
gel 48 Stunden (selten 72 Stunden) nach Kultivierung durchgefihrt, was auch das Risiko
von Infektionen stark reduziert. Als Nahrmedium wurde koh&rent zu anderen Arbeiten
Ubliches Zellkulturmedium mit FBS und antibiotischen und /oder antimykotischen Zusat-
zen verwendet (Gerlach et al. 2014, Naipal et al. 2014).

Fixierung & Lagerung: Die in unserer Arbeitsgruppe praktizierte Lagerung als Formalde-
hyd-fixierter Gefrierschnitt unter Verwendung von Tissue Tek ® stellt einen klaren Un-
terschied zu den meisten anderen Arbeitsgruppen dar, die eine Paraffineinbettung vor-
nahmen (Lhuillier et al. 2019, Menegakis et al. 2015, Naipal et al. 2014). Letztere hat
zwar den Vorteil, dass sich meist qualitativ hochwertige Hamatoxylin-Eosin-Farbung an-
fertigen lassen, Einbuf3en kdnnen sich dafur aber in der Qualitat und klaren Differenzier-
barkeit der Foci in der Immunfluoreszenzfarbung ergeben (Menegakis et al. 2015). Die
haufig notwendige Antigen-Demaskierung bedingt vermutlich das verwaschenes Ausse-
hen und verminderte Trennschéarfe der einzelnen Foci. Die Methode nach Kdcher stellt
damit eine technische Verbesserung dar, die vermutlich auch eine genauere Quantifizie-
rung der Foci ermdéglicht.

Etablierung des Tumormarkers p63. Eine Modifikation des Ex-vivo-Assays nach Kécher
fur die Verwendung in unserer Arbeit ist die Etablierung des Kopf-Hals-Tumormarkers
p63. Bisher wurden Tumorzellen von peritumoralen Zellen in den auszuwertenden
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Gewebeschnitte durch die vergleichende Analyse von HE-Schnitten und durch die
Morphologie der DAPI-gefarbten Zellkerne unterschieden (Naipal et al. 2014). Vor allem
bei Kopf-Hals-Tumoren mit nicht unwesentlichem Anteil von Stroma-, Muskel-,
Immunzellen deren Kerne u.a. durch Schnittartefakte nicht immer eindeutig von den
Tumorzellkernen unterschieden werden konnten, ist eine sicherere Identifikation der
Tumorzellnuklei ein Qualitatsmerkmal. Gerlach et al. nutzen hierfir Zytokeratin, welches
sich durch eine zytoplasmatische Farbung auszeichnet (Gerlach et al. 2014). In der
vorliegenden Arbeit wurde p63 verwendet, ein Strukturprotein mit Verwandtschaft zu
p53, welches den Vorteil einer nukledren Farbung bietet und bei Patienten mit Kopf-
Hals-Tumoren nahezu ubiquitdr nachweisbar ist. Khan et al. konnten in der
Untersuchung von 30 Kopf-Hals-Karzinompatienten und 60 gesunden Kontrollen und
dem Vergleich einer p63-Immunhistochemie und einer HE-Farbung eine Spezifitdt von
p63, Klon 4A4 von 96,9% bei einer Sensitivitat von 86,6% nachweisen. Eine
Verbesserung der Sensitivitdt war fur die Fragestellung der Arbeit nicht von
Notwendigkeit, kdnnte aber durch kombinierte Verwendung von anti-p63, Klon 4A4 und
anti-p63, Klon Y4A4 erreicht werden (Khan et al. 2012). In den Ergebnissen dieser Arbeit
zeigte sich eine sichere Abgrenzung der HNSCC Zelllinien von anderen Entitaten durch
die p63 4A4 Farbung (Abb. 8). Die Beobachtung einer tumorspezifischen Variabilitat der
p63 Intensitat in der Literatur konnte sowohl in den Experimenten mit Zelllinien als auch
mit den ex vivo kultivierten Tumoren reproduziert werden (Abb. 8, Abb.9A). Eine
Korrelation der Intensitdét zum HPV-Status ist bis dato nicht untersucht worden. In
unseren Untersuchungen weisen weder die Zelllinien- noch die Ex-vivo-Experimente auf
einen klaren Unterschied hin. Weiterhin fand sich in der kleinen untersuchten Kohorte
kein Hinweis einer Korrelation zur intrinsischen Radiosensibilitdt oder — im Unterschied
zu Khan et al. — zum Grading des Tumors (Khan et al. 2012). Nach Bestrahlung zeigte
sich ebenso keine Veranderung der p63-Intensitat. In Zusammenschau ist hier also von
einem verlasslichen Tumormarker in der DNA-Reparatur-Analyse von in ex Vvivo
kultivierten HPV-positiven und -negativen Kopf-Hals-Karzinomen auszugehen. Aus
meiner Sicht ist er einer p53 oder pl6 Farbung vorzuziehen, da er sowohl fir HPV-
negative als auch HPV-positive HNSCC verwendet werden kann. Einer Keratin 5 oder
Panzytokeratinfarbung ist er Uberlegen, weil die nukledre Farbung gegeniber einer
zytoplasmatischen Farbung die eindeutige Identifikation von Tumorzellkernen in
Gewebeschnitten v.a. bei nah beieinander liegenden Zellen und schréager Schnittlinie
deutlich erleichtert und die Technik damit vermutlich weniger fehleranfallig macht.

DSB-Foci und DNA-Reparaturkapazitat. Die zytotoxische Wirkung der Bestrahlung in der
Tumortherapie beruht zu einem groRen Teil auf der Induktion von DNA-Schéaden, wovon
DNA-DSB als besonders zelltoxisch angesehen werden. Liegen diese vor, setzen sie
DNA-Reparaturmechanismen in Gang um die Intaktheit der DNA wieder herzustellen. Der
Grad der Radiosensibilitat eines Tumors wird hauptsachlich durch seine DSB-
Reparaturkapazitat bestimmt (Mladenov et al. 2013). Die Reparatur erfolgt gro3tenteils
durch zwei unterschiedliche Wege: Non-homologous end-joining (NHEJ) und homologe
Rekombination (HR). Wahrend beim NHEJ getrennte Strange unabhangig von ihrer
Sequenz wieder zusammengefugt werden, wird bei der HR der jeweils fehlende Strang
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durch homologe Vorlage eines Schwesterchromatids (ber die Bruchstelle neu
synthetisiert und kann damit nur in der S- und G2-Phase stattfinden. Das NHEJ ist mit
Substanzverlusten verknupft und im Gegensatz zur HR deutlich fehleranfalliger, findet
aber in allen Zellzyklusphasen statt (Davis und Chen 2013). Von diesen beiden
klassischen Reparaturwegen existieren mehrere Varianten, vor allem Prozesse, die dem
NHEJ ahneln, und als sog. ,Alternatives end-joining“ bezeichnet werden. Sie zeichnen
sich dadurch aus, dass der Endverknipfungsmechanismus nicht durch essentielle
Proteinen des NHEJ (bestehend aus dem Schadenssensor Ku70/Ku80, der Kinase
DNA-PKcs, dem Gerustprotein XRCC4 und der DNA-Ligase V), sondern durch andere
,alternative® Proteine (u.a. PARP und DNA-Ligase IIl) reguliert wird (Bennardo et al.
2008, Haber 2018).

Die Messung verbleibender Doppelstrangbriiche 24 h nach Beginn der DNA- Reparatur
ist spiegelbildlich fir die DNA-Reparaturfahigkeit eines Tumors. Durch lokal stark
erhohte Konzentrationen bilden unterschiedliche Markerproteine distinkte, in der
Immunfluoreszenz nachweisbare Foci in der unmittelbaren Umgebung von DNA DSBs,
welche somit quantifiziert werden kdnnen. Die am h&ufigsten verwendeten Marker sind
53BP1 und yH2AX (Rothkamm et al. 2015), wobei letzterer insbesondere in Kombination
mit dem Ex-vivo-Assay deutlich haufiger verwandt worden ist (Menegakis et al. 2015,
Naipal et al. 2014). H2AX ist eine Histon Variante, welche durch nach DNA-Schaden
aktivierte Kinasen wie ATM, ATR oder DNA-PKcs an ihrem C-Terminalen Ser-139 Rest
zu yH2AX phospholisiert wird. An das yH2AX kénnen dann andere Proteine wie das
53BP1 andocken. Es wird postuliert, dass eine erhdhte Spezifitdt in der Quantifizierung
der DNA Doppelstrangbriiche durch eine gemeinsame Bestimmung von 53BP1 und
YH2AX erreicht werden kann (Popp et al. 2017, Rieckmann et al. 2013).

Bei in dieser Arbeit durchgefuhrten Immunfluoreszenz-Co-Farbungen von 53BP1 und
YH2AX zeigte sich eine hohe Co-Lokalisation von nahezu allen positiven 53BP1-Foci
und positiven yH2AX-Foci. Wahrend die Abgrenzung der 53BP1-Foci sehr klar war,
waren fur die Detektion der yH2AX-Foci hohe Belichtungszeiten notwendig und es
fanden sich dann auch Signale auRerhalb der Nuklei, die somit nattrlich nicht mit DSBs
assoziiert sein konnten. (Abb. 10). Im Gegensatz zu den 53BP1-Foci waren also eine
Vielzahl der yH2AX-Foci nicht mit den 53BP1-Foci co-lokalisiert. Somit war sowohl von
einer hoheren Spezifitat und bei der entsprechend klaren Signalgebung auch héheren
Sensitivitdt der 53BP1-Foci auszugehen. Da zudem die Co-Farbung mit dem
Tumorzellmarker p63 durchgefiihrt wurde, wurden fur die vergleichende Analyse
residueller DNA-DSB von HPV-positiven und negativen Oropharynxkarzinomen daher
nur die 53B1-Foci zur Quantifizierung der DSB angewandt.

Ex-vivo-Radiosensitivitdsassay in der Literatur. Insgesamt ist die Messung residueller
DNA-Doppelstrangbriiche nach Bestrahlung von ex vivo kultivierten Tumorfrischgewe-
ben bereits ein zunehmend etabliertes Mittel um radiobiologische und translationale Fra-
gestellungen zur Radiosensitivitat und auch radiosensibilisierender Agenzien bei ver-
schiedenen Tumorentitdten zu adressieren. Sein hohes Potential zeigt sich z.B. durch
die Mdoglichkeit Subgruppen von Tumorpatienten einer Entitat abgrenzen zu kénnen,
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welche defekte oder veranderte DNA-Reparaturmechanismen aufweisen, die aber (bis-
her) nicht durch einen pradiktiven Marker identifizierbar sind. Bei diesen Patienten kann
die Effizienz von Therapien evaluiert werden, die in DNA-Reparaturprozesse eingreifen.
Ein Beispiel ist die Inhibition der in der DNA-Reparatur involvierten Poly(ADP-ribose)-
polymerase 1-Enzyme (=PARP) durch Olaparib. Dieses wird klinisch bereits bei Tumor-
patienten unterschiedlicher Entitaten im meist fortgeschrittenem Stadium nach geneti-
schem Nachweis einer BRCA-Mutation angewendet, beispielsweise bei Ovarial- und
Mammakarzinomen. Stark vereinfacht, ist durch ein defizientes BRCA die homologe Re-
kombination dieser Tumorzellen dysfunktional und eine DNA-Reparatur zunehmend von
PARP-abhangigen Signalwegen abhangig. Naipal et al. konnten mithilfe eines Ex-vivo-
Radiosensibilitits-Assays aus einer Gruppe von Mammakarzinompatienten, Tumoren
mit HR-Defizienz identifizieren, fir die dann tatséchlich BRCA-Mutationen oder BRCA-
Promotermethylierungen nachgewiesen wurden (Naipal et al. 2014). Kécher et al. konnte
zeigen, dass bei einem Drittel der untersuchten Prostatakarzinome eine Radio-
sensibilisierung durch PARP-Inhibition erfolgte, was impliziert, dass bei diesen Patienten
ein Reparaturmechanismus, das PARP-vermittelte alt-EJ, besonders aktiv ist (Kocher et
al. 2019). Durch Identifizierung einzelner Patienten mit bestimmten tumorbiologischen
Eigenschaften durch den funktionellen Ex-vivo-Assay kénnten z.B. durch nachtragliche
genetische Analyse Marker erkannt werden, um diese Patienten im klinischen Einsatz
einfacher abzugrenzen.

Chancen des Ex-vivo-Radiosensitivitdtsassays Insgesamt ergeben sich — neben den

eben beschriebenen Fragestellungen — multiple praklinische, translationale und Klini-
sche Anwendungsgebiete der Ex-vivo-Kultivierung von Tumorschnitten. Entsprechend
den Ergebnissen dieser Arbeit (Kap. 4.2) kénnen sie Beobachtungen der Grundlagen-
forschung, die auf anderen praklinischen Tumormodelle wie Zelllinien und Xenograft-
Modelle basieren, Uberprifen, sinnvoll erganzen und die Validitat erhéhen z.B. bei der
Frage nach der Wirksamkeit radiosensibilisierender Substanzen, die potentielle Alterna-
tiven zum aktuellen Standard einer platin-haltigen Radiochemotherapie in der kurativen
Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen darstellen kénnten. Durch ein besseres Abbild der
humanen Tumorbiologie durch die Kultivierung von frischen Tumorgewebsschnitten im
Ex-vivo-Assay konnte damit eine bessere Translation vielversprechender praklinischer
Ergebnisse in erfolgreiche klinische Studien erméglicht werden als bisher. Aktuell liegt
die Quote einer erfolgreichen Translation von neuen Therapien von ,bench to bedside®
in der Onkologie nur bei etwa 8%, was der pradiktiven Insuffizienz der bisheriger Tumor-
modelle, meist Xenograft-Mausmodellen, zugeschrieben wird (Mak et al. 2014).

Es ist auBerdem denkbar, dass der Ex-vivo-Radiosensibilitdtsassay bei konkreten Fra-
gestellungen in der Klinik als pradiktiver Test werden kann, insbesondere wenn diese
bisher nicht evidenz-basiert beantwortet werden kénnen. Beispiele aus der Kopf-Hals-
Onkologie waren das Therapieentscheiden einer primaren Radiochemotherapie gegen-
Uber einer Operation mit Adjuvanz bei erstdiagnostiziertem Oropharynxkarzinom
(Mehanna et al. 2016) oder die Frage nach dem Mehrwert einer lokalen (Re-) radiatio
bei einem systemisch therapierten Patienten mit inoperablen Lokalrezidiv.
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Die klinische Durchfuihrbarkeit und Praktikabilitdt des Ex-vivo-Assays konnte in dieser
Arbeit gezeigt werden. Das bei einer Panendoskopie gewonnene Probenmaterial ist in
der Regel fur eine Analyse ausreichend und das Vorliegen der Testergebnisse innerhalb
einer Woche machbar.

Limitationen des Ex-vivo-Radiosensitivitdsassay Bis dato ist allerdings gerade beim in-
dividuellen klinischen Einsatz des Assays noch Vorsicht geboten. Aktuell existieren we-
nig Daten zur Koharenz der im Ex-vivo Assay gemessenen intrinsischen Radiosensibili-
tat mit dem tatsachlichen klinischen Therapieansprechen auf Bestrahlung (Menegakis et
al. 2015). NaturgemaR wird von einer hohen Kohéarenz ausgegangen, da die Tumor-
schnittkultivierung in vielen Aspekten den Originaltumor abbildet, da das urspriingliche
zellulare Mikromilieu erhalten bleibt (Meijer et al. 2017). Es muss aber z.B. bedacht wer-
den, dass in der Ex-vivo-Kultivierung von Tumorschnitten eine kinstliche gleichméRige
Oxygenierung der Tumorzellen durch die Luft und eine gleichmafiige Versorgung durch
das Medium erfolgt. Bei Tumoren im Kopf-Hals-Bereich herrschen in unterschiedlichem
Ausmal intra- und intertumorale hypoxische Bedingungen beispielsweise durch die va-

riable raumliche Entfernung zu BlutgefalRen und Begrenzungen der Diffusion (chroni-
sche Hypoxie) oder durch Anderung des Blutflusses und Unterschiede der GefaRperme-
abilitat (akute Hypoxie). Diese komplexen Vorgange kdnnen in diesem Modell nicht ab-
gebildet werden. Wie sehr sie die klinische Radiosensibilitat eines Tumors im Einzelnen
beeinflussen, ist schwer einzuschéatzen (Marcu et al. 2018). Weitere im EXx-vivo-Assay
nur unzureichend abzubildende Vorgange des komplexen Okosystems eines Tumors ist
seine Immunogenitat. Inwiefern diese Einfluss auf die Radiosensibilitat nehmen kann,
wird intensiv diskutiert (Haikerwal et al. 2015). Es existieren nur wenig Daten beziiglich
immunogener Vorgange auf Tumorschnittkulturen. Kirzlich erschienene Arbeiten wei-
sen aber darauf hin, dass sie in diesem Modell (teilweise) erhalten und untersucht wer-
den kdnnten (Jiang et al. 2019, Sivakumar et al. 2019).

Eine klinische Uberpriifung der experimentell im Ex-vivo-Assay gewonnenen Daten zur
Strahlensensibilitat der eingeschlossenen Patienten ist geplant. Dazu wird die Koharenz
der Werte der residuellen Foci-Zahlen pro Nukleus eines Patienten mit seinem klinischen
Ansprechen auf Radiotherapie und seinem weiteren Krankheitsverlauf korreliert werden.

Zusammenfassend tragt diese Arbeit neben der Beantwortung der eigentlichen Frage-
stellung (Kap. 4.2) auch zur technischen Etablierung des Ex-vivo-Assays bei Kopf-Hals-
Karzinomen unter Verwendung eines validen Tumormarkers bei. Seine pradiktive Aus-
sagekraft hinsichtlich der individuellen Radiosensibilitdt bedarf aber noch weiterer Un-
tersuchungen, um seinen weiteren potentiell hohen Nutzen in préklinischen, translatio-
nalen und klinischen Fragestellungen abschéatzen zu kbnnen.
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4.2 EXx-vivo-Assay bestatigt die Hypothese eines gestorten
DNA-Reparaturvorgangs bei HPV-positiven
Oropharynxkarzinomen

Eine signifikant bessere Prognose von HPV-assoziierten OPSCC gegenuber Noxen-as-
soziierten HNSCC, sowie ein besseres Ansprechen vor allem bei Therapieregimen, wel-
che Bestrahlung enthalten, ist auf Grundlage zahlreicher Studien in der Fachwelt aner-
kannt (Alfaraj et al. 2019, Lassen et al. 2009, O'Sullivan et al. 2012, You et al. 2019). Im
Unterschied hierzu werden die moglichen zu Grunde liegenden Ursachen kontrovers
diskutiert. Die Hypothese einer defizienten DNA-Reparatur bei HPV-positiven Kopf-Hals-
Tumoren konnte durch unsere Untersuchungen in der Ex-vivo-Kultur verifiziert werden.

Defekte DNA-Reparatur als Ursache einer erhdhten Strahlensensibilitdét HPV-positiver
HNSCC-Zelllinien: Rieckmann et al. konnte 2013 erstmals eine unterschiedliche Radio-
sensibilitéat auf Grundlage einer defekten DNA-Reparatur bei HPV-positiven HNSCC ge-
geniuber HPV-negativen HNSCC nachweisen (Rieckmann et al. 2013). Hierzu wurden 5
HPV-positive und 5 HPV-negative HNSCC-Zelllinien verglichen. Die Uberlebensfraktion

nach Bestrahlung mit 3 Gy bei den HPV-negativen Tumoren zeigte sich gegeniber den
HPV-positiven deutlich erhoht (SF3 = 0.4455 vs. 0.2827) und korrelierte negativ mit der
Anzahl der y2AX- und 53BP1-Foci. Seither wurde diese Publikation vielfach zitiert und
die Beobachtungen einer erhdhten zellularen Strahlenempfindlichkeit bei geminderter
DNA-Reparaturkapazitat HPV-positiver Zelllinien mehrfach reproduziert (Dok et al. 2014,
Liu et al. 2018b, Park et al. 2014). Zusammenfassend zeigte sich dabei etwa eine dop-
pelt bis dreifach niedrigere Uberlebensrate der Tumorzellen nach Bestrahlung bei HPV-
positiven im Vergleich zu den HPV-negativen Zelllinien, was mit einer durchschnittlich
doppelten Anzahl von residuellen 53BP1/ yH2AX-Foci einherging (Dok et al. 2014,
Rieckmann et al. 2013). Obgleich der klaren Daten und deutlichen Unterschiede ist eine
direkte Ubertragung dieser Beobachtungen auf die Klinik schwierig, da die Anzahl der
untersuchten Linien klein und die Aussagekraft von Zelllinien limitiert ist. Diese stellen
nur ein ungenaues Modell eines Tumors z.B. ohne Betrachtung seines Mikromillieus und
der Heterogenitat der Tumorzellen dar. Prolongiertes Kultivieren kann auferdem tumor-
biologische Charakteristika verandern, beispielsweise. kdnnen sekundére Mutationen
induziert werden (Gillet et al. 2013). Eine besondere Problematik ergibt sich hinsichtlich
der damals sowie aktuell wenigen weltweit verfiigbaren HPV-positiven HNSCC-Zellli-
nien. Eine hohere Strahlensensibilitat ist vor allem bei Patienten mit Oropharynxtumoren
- klassischerweise der Tonsille und des Zungengrunds - beschrieben (You et al. 2019).
Die meisten HPV+ Zelllinien entstammen urspriinglich von Patienten, welche nicht an
einem Karzinom des Oropharynx litten (UT-SCC-45 und 94-VU-147T: Mundhohle, UD-
SCC2: Hypopharynx, usw.) und aul3erdem teilweise eine positive Noxenanamnese auf-
wiesen (Olthof et al. 2015), welches die Prognose auch bei HPV-positiven Tumoren ne-
gativ beeinflusst (Gronhoj et al. 2019). Zudem ist nicht auszuschlieRen, dass bestimmte
Eigenschaften die Etablierung HPV-positiver HNSCC-Zelllinien aus Tumorgewebe be-
gunstigen und die wenigen gewonnenen Linien somit einen bestimmten Typus repré-
sentieren, der nicht unbedingt repréasentativ sein muss.
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DNA-Reparaturkapazitat HPV-positiver und —negativer OPSCC im Ex-vivo-Assay: Der
wissenschaftliche Mehrwert der aktuellen Arbeit besteht darin, dass erstmals der zuvor
in Zelllinien beschriebene DNA-Reparaturdefekt in Tumorgewebe einer von den Zellli-
nien vollig unabhangigen Patientenkohorte gezeigt werden konnte. In unsere Analysen
wurden 14 Patienten, die an einem Oropharynxkarzinom operiert wurden, eingeschlos-
sen. Davon zeigten 6 einen negativen und 8 einen positiven HPV-Status. Die histopa-
thologischen und klinischen Merkmale zeigten sich typisch fir die beiden Gruppen (wie
z.B das jungere Alter, die geringe Noxenexposition und der h&ufigere positive N-Status
bei HPV-positiven Kopf-Hals-Karzinomen. Der Primarius der HPV-positiven Tumoren
befand sich vor allem an der Tonsille und dem Zungengrund. Alle HPV-positiven Tumo-
ren waren mit HPV16, dem in HNSCC klar vorherrschenden Virusstamm, assoziiert. Ob-
gleich die HPV-positiven Tumore ein kleineres T-Stadium als die HPV-negativen aufwie-
sen, zeigten sie haufiger eine zervikale Lymphknotenmetastasierung, die als charakte-
ristisch fur diese Entitat beschrieben ist (Kobayashi et al. 2018). Unsere Ergebnisse zeig-
ten in dieser als Klinisch reprosentativ anzusehenden Kohorte bei HPV-positiven

Oropharynxkarzinomen eine im Mittel ca. 5-fach hohere Anzahl residueller 53BP1-Foci
24 Stunden nach Bestrahlung im Vergleich zu den HPV-negativen (p=0.0019) (Abb. 12).
Tatsachlich wies nur ein HPV-positiver Kopf-Hals-Tumor Foci-Zahlen im Bereich der
HPV-negativen Tumoren auf. Das Verhéltnis der residuellen Foci bei HPV-positiven Tu-
moren gegeniuber HPV-negativen war im Ex-vivo-Assay somit im Mittel tatséchlich sogar
hoher als in den Zelllinienexperimenten bei den Experimenten von Rieckmann et al. (ca.
Faktor 5 vs. Faktor 3) (Rieckmann et al. 2013).

Der Ex-vivo-Assay wies damit klar auf einen Reparaturdefekt der HPV-positiven Oropha-
rynxkarzinome hin. Limitierend muss bedacht werden, dass unsere Untersuchungen
nicht dafiir konzipiert waren, andere mdogliche Ursachen der klinisch evidenten Radio-
sensitivitat von Kopf-Hals-Karzinomen zu bewerten. Es kann nicht beantwortet werden,
inwiefern eine magliche starkere Immunogenitat von HPV-positiven Tumoren, wie einige
Autoren vermuten (Balermpas et al. 2016, Rodel et al. 2019, Welters et al. 2018), ge-
genuber der defekten DNA-Reparatur zu diesem klinischen Effekt beitrdgt oder ob még-
liche Interaktionen bestehen. Dies bedarf weiterer experimenteller Untersuchungen. Die
in dieser Arbeit gezeigten klaren Ergebnisse, ihre Kohdrenz mit der bestehenden Litera-
tur sowie die Verwendung eines realitatsnahen Tumormodells geben ein starkes Indiz
fur die Relevanz einer defizienten DNA-Reparaturfahigkeit der HPV-positiver Oropha-
rynxkarzinome fir ihr klinisches Therapeansprechen.

Strahlensensibilitdt anderer HPV-assoziierter Tumorentitdten. HPV-assoziiert sind ne-

ben Oropharynxkarzinome auch Zervixkarzinome (96%), Analkarzinome (93%) sowie
Vaginalkarzinome (64%) und Vulvakarzinome (36%) (Cobos et al. 2014). Die Onkoge-
nese in diesen Entitaten wird Gber E6 und E7 ahnlich gesteuert wie bei HPV-positiven
Kopf-Hals-Tumoren. Epidemiologische Daten weisen darauf hin, dass auch diese Tu-
morentitaten bei einer HPV-Assoziation ein verbessertes Ansprechen auf eine Radiatio
oder Radiochemotherapie zeigen (Allo et al. 2019, Horne et al. 2018, Kabarriti et al.
2019, Serup-Hansen et al. 2014). Um feststellen zu kdnnen, inwiefern eine defiziente
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DNA-Reparaturfahigkeit fur HPV-assoziierte Tumore charakteristisch ist, ware die Un-
tersuchung anderer Entitaten von hoher Relevanz. Eine vergleichende Analyse der
DNA-DSB-Reparatur HPV-positver und-negativer Vulvakarzinome unter Anwendung
des Ex-vivo-Assays ist in Kooperation mit der Klinik fiir Gynékologie am Universitatskli-
nikum Hamburg-Eppendorf bereits initiiert.

Klinische Relevanz des biologischen Verstandnisses der HPV-spezifischen Radiosensi-
bilitat bei Oropharynxkarzinomen/ Exkurs Deeskalationstudien. Das Verstandnis der Ur-
sachen fiur die bessere Radiosensibilitat HPV-positiver Oropharynxkarzinome hat eine
hohe klinische Relevanz. Betroffene Patienten haben zwar mit einer 5-Jahrestberle-
bensrate von ca. 90% eine deutlich bessere Prognose als HPV-negative (ca. 50%) (Ang
et al. 2010), erleiden aber unter der meist multimodalen Therapie bestehend aus Ope-
ration und adjuvanten (Radio-)chemotherapie oder einen primaren Radiochemotherapie
haufige akut und spat auftretende Nebenwirkungen. In der gepoolten Analyse von drei
RTOG-Studien konnte gezeigt werden, dass 43% der Patienten nach Radiochemothe-
rapie an Spéattoxizitaten litten, z.B. funktionellen laryngealen und pharyngealen Dysfunk-
tionen wie Sprech- und vor allem Schluckprobleme (Denis et al. 2004, Machtay et al.
2008). Dixon et al. konnten nachweisen, dass 20-30% der Oropharynxkarzinompatien-
ten, die kurativ mit einer primaren Radiochemotherapie behandelt wurden, auch Jahre
nach Therapie keine orale Kost zu sich nehmen konnten und auf eine Erndhrung tber

eine Magensonde angewiesen waren (durchschnittlich Zeitabstand zum Therapieende:
3,5 Jahre) (Dixon et al. 2018). Bei kaum einer anderen Tumorart sind die Auswirkungen
auf die Lebensqualitdt auch nach Uberstandener Tumorerkrankung so gravierend wie
bei Patienten mit Kopf-Hals-Karzinomen, die u.a. an Arbeitsunfahigkeit und Depressio-
nen und Suizidgedanken leiden (Kam et al. 2015, Mehnert et al. 2014, Oechsle et al.
2014, Osazuwa-Peters et al. 2018). Aufgrund der préatherapeutisch meist uneinge-
schrankten Lebensqualitat der jungen HPV-positiven Kopf-Hals-Tumorpatienten ist die
onkologische Erkrankung und ihre Folgen besonders einschneidend (de Graeff et al.
2000). Die therapieassoziierten starken Nebenwirkungen auf der einen Seite und die
guter Prognose HPV-positiver Kopf-Hals-Karzinome auf der anderen bilden die Ratio-
nale fUr deeskalierende Therapieansatze bei HPV-positiven Tumoren. Ziel ist es, Thera-
pien so zu modifizieren, dass Nebenwirkungen minimiert, die Therapieeffizienz aber er-
halten bleibt. Eine Reihe an klinischen Studien untersucht hierzu verschiedene Ansétze:
Reduzierung der Strahlendosis (NCT02254278a NRG HNO0O02), eine transorale Opera-
tion mit risiko-adaptierter Adjuvanz (NCT01898494 ECOG 3311) oder eine Induktions-
chemotherapie und anschlieBende Bestrahlung mit ggf. Reduktion der Dosierung bei
guter Ansprechrate auf eine Chemotherapie (NCT01084083a ECOG 1308,
NCT01706939 Quarterback trial). Eine andere Uberlegung war eine Modifikation des
Therapieprotokolls der primaren Radiochemotherapie durch den Austausch von Cispla-
tin mit Cetuximab. Hierzu wurden 2019 die Ergebnisse zweier Phase-lll-Studien De-
ESCALaTE HPV und RTOG 1016 publiziert (Gillison et al. 2019, Mehanna et al. 2019).
Das Studiendesign war in beiden Studien dhnlich. Nach 1:1 Randomisierung wurden die
Patienten im Standardarm mit Bestrahlung und Cisplatin und im experimentellen Arm
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mit Bestrahlung und Cetuximab behandelt. Die RTOG 1016 war als ,nicht-Unterlegen-
heits-Studie® konzipiert (primarer Endpunkt: Gesamtiberleben), wahrend bei der De-
ESCALaTE HPV als priméaren Endpunkt das Auftreten von Toxizitaten definiert wurde.
In den statistischen Uberlegungen war man von einer gleichen Effektivitat beider Thera-
pieregimen ausgegangen (Bonner et al. 2006). Beide Studien konnten zeigen, dass der
Austausch von Cisplatin durch Cetuximab in der kombinierten Therapie mit einer Radi-
atio nicht nur zu keiner Minderung der Toxizitaten fihrte, sondern auch dass die Patien-
ten im experimentellen Arm einen signifikanten Uberlebensnachteil im Gesamtiiberleben
und rezidiv-freien Uberleben zeigten (RTOG 1016: 5-Jahresiiberlebensrate von 77,9%
in der Behandlungsgruppe mit Cetuximab vs. 84,6% im Standarttherapiearm, De-
ESCALaTE HPV: 2-Jahres-Uberlebensrate 97-5% vs. 89-4%). Hiermit konnte bei einer
groRen Patientenkohorte gezeigt werden, dass Cetuximab nicht als gleichwertge
Alternative zu Cisplatin in der primaren Radiochemotherapie zu werten ist und keinesfalls
geringradige Toxizitaten aufweist. Eine De-Intensivierung durch eine Reduk- tion der
Strahlendosis bei ausgewaéhlten Patienten scheint moglicherweise ein potentiell
vielversprechenderer Ansatz zu sein. Chera et al konnten in einer prospektiven Phase 2
Studie ein gutes Gesamtiberleben und auch bei Reduktion der Strahlendosis auf 60
Gray zeigen. Hierzu wurden Patienten mit minimaler Raucherhistorie und niedrigem Tu-
morstadium eingeschlossen (Chera et al. 2018). Das Studiendesign anderer Studien sah
eine risikoadaptierte Reduktion der Strahlendosis nach Induktionschemotherapie (ICT)
vor, wobei der Erkrankungsstatus/das Therapieansprechen nach Beenden der Induktion
die Strahlendosis festlegte (56-60Gy) (Marur et al. 2017). Marur et al. konnte zeigen,
dass eine deutliche Verbesserung der Schluckfunktion bei Dosisreduktion unter 60 Gy
zu messen war, Nachteile ergaben sich aber durch die langere Therapiedauer und er-
hohten Toxizitaten und Therapieabweichungen in der Phase der Induktion, koharent mit
den Ergebnissen anderer Deeskalationsstudien (Phase 1), die eine Induktionschemo-
therapie im Protokoll enthielten (Chen et al. 2017, Misiukiewicz et al. 2019).

Im Hinblick auf die aktuelle Studienlage ist eine Therapie-Deeskalation von HPV-
positiven Oropharynxkarzinomen nach allgemeinem fachwissenschaftlichem Konsens
aufRerhalb von Studien ausdricklich nicht indiziert, auch wenn Untersuchungen zeigen,
dass dies in der Praxis bereits durchgefiihrt wird (Cramer et al. 2018, Wirth et al. 2019).
Die Konzepte von Deeskalationsstudien werden im Kontext der bisherigen Ergebnisse
in der Fachwelt hinterfragt. Es besteht eine besondere Problematik, da eine hoch effizi-
ente Standarttherapie bei einer jugen Patienten auf den Prifstand gestellt wird. Es ist zu
bedenken, dass trotz der hohen Nebenwirkungsrate einer Therapie, Kopf-Hals-Patienten
unabhangig vom HPV-Status die Kuration als oberstes Therapieziel angeben (List et al.
2004, Windon et al. 2019). Nach dem medizin-ethischen Grundsatz, dass bei jeder arzt-
lichen Behandlung primér der Patient nicht zu schaden sei (,Primum non nocere*), mus-
sen Deeskalationsstudien mit entsprechender Vorsicht durchgefiihrt werden und aus
den negativen Ergebnissen der De-ESCALaTE HPV und der RTOG 1016, bei der de
facto kumulativ ca. 500 Patienten mit exzellenter Prognose im experimentellen Arm un-
tertherapiert wurden, Lehren gezogen werden (Ventz et al. 2019, Wirth et al. 2019).
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Wahrend die experimentellen Daten bzgl. dieses Studiendesigns, einer Uberlegenheit
von Cetuximab und Bestrahlung zu Cisplatin und Bestrahlung, lickenhaft waren, wird
daran appelliert valide préklinische Daten klinischen Studien vorausgehen zu lassen
(Rieckmann und Kriegs 2019). Aus radiobiologischer Sicht sollten beispielsweise bei
Therapieregimen mit ,molekularen targets® und Bestrahlung radiosensibilisierende
Effekte experimentell nachgewiesen werden (Harrington et al. 2011).

Neben der Art der Deeskalation ist aber auch die Art der Stratifizierung fur den Erfolg
klinischer Studien zu Uberprufen. Diese basiert bei den meisten Studien auf der Arbeit
von Ang. et al von 2010, einer retrospektiven Auswertung der Uberlebensdaten von ame-
rikanischen Patienten, welche mit einer primaren Radiochemotherapie behandelt wur-
den. Den Prognosedaten wurden klinischen Charakteristika zugeordnet und entspre-
chende Risikogruppen (high, intermediate, low risk) fir den Krankheitsverlauf definiert.
Entscheidend waren Raucherstatus und die Anzahl der pack years, sowie T- und N-
Status. Inwiefern diese Daten von einer amerikanischen Kohorte z.B. auf eine européi-
sche zu Ubertragen ist, ist fraglich. Bei letzteren kdnnte bei einen deutlich héheren Anteil
an Rauchern (entsprechend einer Studie aus Frankreich hatten 56% der Tumore eine
positive Noxenanamnese (Mirghani et al. 2018) und angesichts der hohen prognosti-
schen Aussagekraft des Raucherstatus eine genauere Stratifizierung sinnvoll sein. Be-
zuglich den Ergebnissen des Ex-vivo-Assays ist zu bemerken, dass auch innerhalb der
von uns untersuchten HPV-positiven Kohorte eine hohe Variabilitat bestand. Ahnlich wie
bei den Ergebnissen mit den Zelllinien (Rieckmann et al. 2013) zeigte sich im Ex-vivo-
Assay bei einem Tumor (T30) eine Radiosensibilitat, die eher der HPV-negativen Gruppe
entsprach. Der Patient hat nur eine moderate Raucheranamnese (<10 pack years) und
kein fortgeschrittenes Stadium, ware also entsprechend der Kriterien nach Ang et al. der
low-risk-Gruppe zugeordnet worden. Unter den im Ex-vivo-Assay kultivierten Tumorpro-
ben, zeigten 4 von 8 der Patienten ein positiven Raucherstatus, welcher nicht mit der
Anzahl an DNA-Doppelstrangschaden korrelierte. Auch wenn im statistischen Mittel bei
epidemiologischen Auswertungen der Raucherstatus fur die Prognose bestimmend ist,
ist es mitunter fur die Therapieentscheidung eines einzelnen Patienten ein ungenaues
Mittel der Stratifikation und zusatzlich als anamnestisch erhobene Grol3e fehlerhaft.

Hinsichtlich dessen, dass innerhalb der Gruppe der HPV-positiven Oropharynxkarzi-
nome deutliche tumorbiologische Unterschiede bestehen, ist ein besseres mechanisti-
sches Versténdnis der besseren intrinsischen Strahlensensibilitdt dieser Patienten-
gruppe notwendig um effiziente und sichere Deeskalatonsstudien zu konzipieren. Eine
Stratifikation auf Grundlage der bereits bekannten prognostische Marker ist hier mitunter
sinnvoll (Balermpas et al. 2016, Chatfield-Reed et al. 2020, Hajek et al. 2017).

Ex-vivo-Radiosensibilitditsassays im Kontext von klinischen Deeskalationsstudien. Der
Ex-vivo-Assay konnte die oben beschriebenen bestehenden Problematiken, die sich bei
der Konzeption von klinische Deeskalationsstudien ergeben, adressieren. ,Molecular
targets” kdnnten auf ihre radiosensibiliserende Wirkung im Ex-vivo-Assay an einen rea-
litatsnahem Tumormodell vor dem klinischen Einsatz getestet werden. Experimentelle
Therapien kénnten gegeniber Standarttherapien im Ex-vivo-Assay bei einer Vielzahl
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von Patienten verglichen werden. Eine Stratifizierung geeigneter Patienten fur eine De-
eskalationstherapie kénnte durch den Ex-vivo-Assay erfolgen. Dies konnte in ein Stu-
diendesign aufgenommen werden. HPV-positive Tumorpatienten mit einer vergleichs-
weisen guten DNA-Reparaturantwort und damit schlechteren Radiosensibilitat konnten
von Deeskalationsstudien ausgeschlossen werden, wahrend bei strahlensensiblen bei-
spielsweise eine Dosisreduktion vorgenommen werden kbnnte.

Zuvor ist die Korrelation der praklinisch gemessenen mit der tatsachlichen klinischen
Radiosensitivitat essentiell. Um die Grol3e der zu untersuchenden Kohorte zu erweitern
ist ein Kooperationsprojekt mit der Klinik fir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde und der Klinik
fur Pathologie des Universitatsklinikums Maastricht innitiiert (Prof Speel, Prof. Kremer).
Ziel ist es, die Messung von residuellen 53BP1-Foci im Ex-vivo-Assay als Surrogatmar-
ker der Strahlensensibilitdt in einer multizentrischen Kohorte zu validieren und die In-
tegration des Ex-vivo-Assays in klinische Studien voranzutreiben.

4.3 Potentieller Defekt der ATM-abhangigen DNA-
Schadensantwort bei HPV-positiven
Oropharynxkarzinomen

Die Rolle von ATM in der DNA-Schadensantwort

Die Serin/Threonin-Kinase Ataxia Telangiectasia Mutated ATM ist zentral fur die Funkti-
onalitat der DNA-Schadensantwort. Sie ist das Produkt des ATM Gens, welches bei Pa-
tienten mit einer Ataxia teleangiectasia defekt ist. Diese Erkrankung ist durch Neurode-
generation, Immundefizienz, erhdhter Wahrscheinlichkeit fir Krebsentstehungen und ei-

ner extremem Hypersensibilitédt gegeniber Bestrahlung und Doppelstrangbruch-modifi-
Zierenden Agenzien gekennzeichnet (Rothblum-Oviatt et al. 2016). Zusammenfassend
und vereinfacht wird ATM bei Vorliegen von DNA-Doppelstrangbriichen aktiviert und ini-
tiiert durch Phosphorylierungsprozesse verschiedene Signalkaskaden sowie Uber eine
Rekrutierung von DNA-Reparaturfaktoren am DSB eine Aktivierung der DNA-Reparatur-
wege HR als auch NHEJ (Batey et al. 2013, Chun und Gatti 2004, Shiloh 2006).

ATM-Inhibition von HPV-positiven Tumoren im Ex-vivo-Assay

In unseren Arbeiten fuhrten wir eine ATM Inhibierung vor Bestrahlung durch, um die
Funktionalitat des Ex-vivo Assays zu prifen, anlehnend an die Vorarbeiten von Kécher
et al (Kocher et al. 2019). Durch die zentrale Rolle fiir die DNA-Reparatur ist bei einer
Hemmung von ATM eine Dysfunktionalitat dieser Prozesse zu erwarten, resultierend in
einem deutlichen Anstieg der Anzahl residueller Foci (Kocher et al. 2019, Rothkamm et
al. 2015). Dies konnte bei den HPV-negativen Tumoren wie erwartet demonstriert wer-

den. Die ATM Inhibition vor Bestrahlung fiihrte bei diesen Tumoren zu einer deutlichen
Erhéhung der Foci-Zahl, die héher war als bei Bestrahlung mit 6 Gy und somit die Strah-
lenwirkung mehr als verdoppelt hatte. Bei HPV-positiven Tumoren zeigte sich zwar die
erwartete Erhéhung der Foci-Zahl bei Dosiserhéhung von 3 auf 6 Gy, Uberraschender-
weise flhrte aber bei 5 von 6 Tumoren eine ATM-Inhibition vor Bestrahlung sogar zu
niedrigeren Foci-Zahlen als eine alleinge Bestrahlung. Nur der HPV-positive Tumor, der
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eine dhnlich effiziente DNA-Reparatur zeigte wie die HPV-negativen, zeigte eine erhohte
Anzahl resiudeller Foci nach Inhibierung von ATM ( T30, Abb. 12B). Dies spricht daftr,
dass defekte DNA-Reparaturmechanismen bei HPV-positiven Tumoren an Defekte der
ATM-abhangigen Signalwege geknupft sind. Ob eine ATM-Inhibition tatséchlich nicht in
der Lage ist, HPV-positive HNSCC zu radiosensibilisieren, oder ob vor allem die Markie-
rung der Bruiche durch 53BP1 beeintrachtigt ist, kann im Ex-vivo-Assay allerdings nicht
geklart werden.

Die Erfassung zugrunde liegender mechanistische Ursachen der defekten DNA-Repa-
ratur HPV-positiver Tumore lag auf3erhalb der Fragestellung dieser Arbeit. Die beschrie-
benen Beobachtungen sind aber als ein wertvolles Nebenprodukt dieser Arbeit zu wer-
ten, insbesondere wenn man sie im Kontext der bestehenden Literatur und der aktuellen
Daten aus dem Labor fir Strahlenbiologie & Experimentelle Radioonkologie betrachtet.

DNA-Reparaturdefekte bei HPV-positiven Tumoren in der Literatur.

Zu der Frage, welche Mechanismen fur eine defekte DNA-Reparatur HPV-positiver Kopf-
Hals-Karzinome urséchlich sein kdnnten gibt es zurzeit widerspriuchliche Daten.

Eine hohe Datenlage liegt vor, bezuglich der Interaktion von DNA-Reparaturwegen und
HPV-Onkoproteinen. Schon ab einem friihen Stadium des HPV-Lebenszyklus™ d.h. be-
reits nach Beginn der priméren Infektion der Basalzellen des Epithels und lange vor der
Entstehung eines Tumors, greifen HPV-Proteine in DNA-Reparaturmechanismen der

Wirtszelle ein, um den viralen Lebenszyklus und die virale Replikation vervollstandigen
zu kdénnen (Hong 2017, Spriggs und Laimins 2017). Bristol et al. nehmen an, dass die
Aktivitat der DNA-Reparatur-Mechanismen fir den viralen Lebenszyklus unerlasslich ist,
weil die Replikation des 8 kb grof3en doppelstrangigen HPV-Genoms aberrante DNA-
Strukturen schafft, welche fir einen funktionierenden viralen Lebenszyklus repariert wer-
den missen. Hierbei spielt die E6 und E7-abhangige Aktivierung von ATM und ATR eine
gesonderte Rolle (Anacker und Moody 2017). Eine HPV-abhangige Aktivierung der
DNA-Reparaturproteine findet auch in der Progression von der chronischen Infektion bis
zur Tumorentwicklung statt. Die Aktivitdt von Reparaturproteinen in der Onkogenese von
HPV-assoziierten Zervixkarzinomen von low- zu intermediate- bis zur high-grade Lasion
nahm graduell zu (Spriggs et al. 2019). Hierzu gehorte auch ATM (Zhao et al. 2019). Bei
nicht vorliegenden oder bisher nicht detektierten Vorlauferlasionen von HPV-positiven
Kopf-Hals-Karzinomen liegen naturgemalf keine entsprechenden Arbeiten fur die HPV-
induzierte Onkogenese bei Kopf-Hals-Karzinomen vor.

Die beschriebenen Arbeiten zeigen, wie bei HPV-infizierten Zellen DNA-Reparaturpro-
zesse und —proteine der Wirtszelle (wie ATM) in Signalwege der Virusreplikation oder
HPV-induzierten Onkogenese verwebt werden. Dies kénnte dazu fiihren, dass DNA-Re-
paraturproteine fir eine funktionierende DNA Reparatur nicht mehr oder nur dysfunktio-
nal zur Verfugung stehen. Diese Hypothese sollte in die Uberlegungen moglicher Me-
chanismen der veranderten HPV-assoziierten DNA-Reparatur miteinbezogen werden.

Die aktuell verfligbaren Arbeiten zu DNA-Reparaturmechanismen defekter HPV-positi-
ver Tumoren lassen zeigen bisher kein einheitliches schliissiges Gesamtbild.
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Einige Autoren fanden Hinweise fir einen Defekt der Homologen Rekombination und ein
Ausweichen auf fehlerhafte Reparatursignalwege, wie zum alternativen end-joining /
Microhomology-mediated end-joining (MMEJ) (Leeman et al. 2019, Liu et al. 2018b, Park
et al. 2014).

Eine verminderte oder verénderte Expression von DNA-Reparaturproteinen von HPV-
positiven gegeniiber HPV-negativen Tumoren wird in vielen publizierten Arbeiten dabei
als urséachlich fiir eine defekte DNA-Reparatur HPV-positiver Kopf-Hals-Tumore postu-
liert. Ihre Aussagekraft wird durch die geringe Zahl der verwendeten Zelllinien geschma-
lert (Dok et al. 2014, Liu et al. 2018b, Wang et al. 2017). In einer von unserer Arbeits-
gruppe durchgefiihrten Western Blot Analyse der Expression solcher DNA-Reparatur-
proteine bei einer gréReren Gruppe von 6 HPV-positiven und 5 HPV-negativen Zelllinien
konnte die in diesen Arbeiten beschriebenen Unterschiede in BRCA1l, BRCAZ2,
DNAPKcs, KU80, RNF168, FOX0O3, SMG1 nicht und fir Zyklin D1 nur in geringem Maf3e
reproduziert werden (unveroffentlichte Daten). Hingegen zeigte sich tatsachlich eine ge-
ringere Expression von ATM in den HPV-positiven Zelllinien, die besonders strahlensen-
sibel waren. Eine ATM-Inhibition bewirkte zwar auch in HPV-positiven HNSCC Linien
eine Radiosensibilisierung, jedoch in geringerem Ausmalf als in radioresistenteren HPV-
negativen HNSCC-Linien. Diese Ergebnisse sind damit im Einklang mit der in dieser
Arbeit gezeigten Daten und weisen in der Zusammenschau auf einen Defekt der ATM-
vermittelten DNA-Schadensantwort HPV-positiver Oropharynxkarzinome hin. Weitere
Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe fanden aber bisher keine Hinweise auf eine de-
fiziente Phosphorylierung von ATM-Zielproteinen nach Bestrahlung, sodass der exakte
Mechanismus des Defektes der DNA Schadensantwort noch weiter untersucht werden
muss. In Planung sind hierflr primar offene Versuchen, d.h. Versuche, die nicht auf spe-
zifischen Hypothesen beruhen (Rieckmann 2019).

AbschlieRend bleibt festzuhalten, dass in der hier vorgestellten Arbeit weltweit erstmalig
der DNA DSB Reparaturdefekt HPV-positiver Oropharynxtumoren anhand primérer Pa-
tientenproben demonstriert werden konnte und dass in diesen Tumoren mit groRRer
Wahrscheinlichkeit Aberrationen in der ATM-vermittelten DNA-Schadensantwort vorlie-
gen.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: HPV-positive Oropharynxkarzinome sind strahlensensibler als HPV-negative.
Ursachliche Mechanismen werden kontrovers diskutiert. Theorien sind eine erhdhte
Immunogenitat und eine erhohte zellulare Strahlenempfindlichkeit als Folge von DNA-
Doppelstrangbruch (DSB)-Reparaturdefekten Letzteres ist bisher jedoch nur anhand
einer limitierten Zahl HPV-positiver Kopf-Hals-Tumorzelllinien belegt.

Methoden: Wir untersuchten die DNA-DSB-Reparatur HPV-positiver und HPV-negativer
Oropharynxtumore in 400 pum dicken aus Patientenmaterial gewonnenen
Tumorgewebeschnitten, die ex vivo kultiviert, bestrahlt und nach 24 h fixiert wurden. Bei
einem Teil der Tumore wurde zuvor eine Inhibierung der zentralen DNA-Reparaturkinase
Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM) durchgeftuihrt. Mithilfe einer Immunfluoreszenz-Co-
Farbung des Tumormarkers p63 und des Foci-bildenden DNA
Doppelstrangbruchmarkers 53BP1 konnten die residuellen Doppelstrangbriiche 24h
nach Bestrahlung quantifiziert werden.

Ergebnisse: In den Kernen von HPV-positiven Tumorzellen (n=8) zeigte sich eine mehr
als 5-fach erhohte Zahl residueller Foci verglichen mit denen HPV-negativer Tumoren
(n=6) (6,3 Foci/Zelle vs. 1,4; p = 0,019). Die Inhibition von ATM fihrte bei HPV-negativen
Tumoren (n=3) zu einem deutlichen Anstieg residueller Foci um durchschnittlich den
Faktor 4, wahrend bei den HPV-positiven (n=6) nur der Tumor mit der effizientesten
DNA-Reparatur eine Foci-Zunahme zeigte.

Schlussfolgerung: Die hier vorgestellten Daten weisen erstmals auf3erhalb von Zelllinien
einen klaren Doppelstrangbruch-Reparaturdefekt HPV-positiver Kopf-Hals-Tumoren
nach. Hierfir koénnte ein Defekt der ATM-abhangigen DNA Schadensantwort
verantwortlich sein. Aus klinischer Sicht kdnnte der hier verwendete Ex-vivo-Assay als
praklinischer Test zur Vorhersage individueller Strahlensensibilitéat verwendet werden
um beispielsweise HPV-positiven Tumore mit intakter DNA-Reparatur zu detektieren und
von Therapie-Deeskalationen auszuschliel3en.

Schlusselworte: HNSCC, OPSCC, HPV, Radiosensibilitat, DNA-Doppelstrangbruch-
Reparatur, Reparaturdefekt, ATM
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6 Summary

Background/Significance: HPV-induced oropharyngeal cancer (OPSCC) are more
sensitive towards radiation than HPV-negative. Underlying mechanism are discussed
controversial. Theories are enhanced cellular radiosensitivity based on a defect in DNA
double-strand break (DSB) repair or stronger immunogenicity. Limitation for the first
theory is the experimental restriction to a low number of HPV positive and negative
HNSCC cell lines.

Methods: We assessed DSB repair of HPV-positive and HPV-negative HNSCC using
400um thick, patient derived tumor slice cultures, which were irradiated and fixed after
24h, partially after inhibiting central DNA damage response kinase Ataxia Telangiectasia
Mutated (ATM). Residual DSBs were analyzed by quantification of 53BP1 repair foci in
enlarged p63-positive nuclei indicative of tumor cell origin.

Results: Analyzed nuclei of HPV+ OPSCC cultures (n=6) displayed on average a more
than 5 times higher residual foci number than HPV-OPSCC (n=8) (6,3 vs. 1,4 Foci/
normalized cell nucleus p = 0,019). Inhibition of the central DNA damage response
kinase ATM resulted in a profound increase in residual foci number in HPV-negative
samples by a factor of 4 on average (n=3). Amongst the HPV-positive samples only the
tumor with the most efficient DNA-damage-repair showed a reliable foci growth.

Conclusions: Our ex-vivo data, to the best of our knowledge, represent the first
experimental evidence for the DSB repair defect of HPV+ OPSCC outside of established
cell lines indicating a defect in the ATM-mediated DNA damage response as a
contributing factor. Clinically, the functional ex vivo assay may be a powerful tool to
predict patient-individual radiosensitivity and to identify cases of HPV positive tumors
with a functional DSB repair to be excluded from de-intensification therapy.

Keywords: HNSCC, OPSCC, HPV, Radiosensitivitiy, DSB repair defect, ATM
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