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In head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC), tumors positive for human
papillomavirus (HPV) represent a distinct biological entity with favorable prognosis. An
enhanced radiation sensitivity of these tumors is evident in the clinic and on the cellular level
when comparing HPV-positive and HPV-negative HNSCC cell lines. We could show that the
underlying mechanism is a defect in DNA double-strand break repair associated with a
profound and sustained G2 arrest. This defect can be exploited by molecular targeting
approaches additionally compromising the DNA damage response to further enhance their
radiation sensitivity, which may offer new opportunities in the setting of future de-intensified
regimes. Against this background, we tested combined targeting of PARP and the DNA
damage-induced intra-S/G2 cell cycle checkpoints to achieve effective radiosensitization.
Enhancing CDK1/2 activity through the Wee1 inhibitor adavosertib or a combination of
Wee1 and Chk1 inhibition resulted in an abrogation of the radiation-induced G2 cell cycle
arrest and induction of replication stress as assessed by yH2AX and chromatin-bound RPA
levels in S phase cells. Addition of the PARP inhibitor olaparib had little influence on these
endpoints, irrespective of checkpoint inhibition. Combined PARP/Wee1 targeting did not
result in an enhancement in the absolute number of residual, radiation induced 53BP1 foci
as markers of DNA double-strand breaks but it induced a shift in foci numbers from S/G2 to
G1 phase cells. Most importantly, while sole checkpoint or PARP inhibition induced
moderate radiosensitization, their combination was clearly more effective, while exerting
little effect in p53/G1 arrest proficient normal human fibroblasts, thus indicating tumor
specificity. We conclude that the combined inhibition of PARP and the intra-S/G2
checkpoint is a highly effective approach for the radiosensitization of HPV-positive
HNSCC cells and may represent a viable alternative for the current standard of
concomitant cisplatin-based chemotherapy. In vivo studies to further evaluate the
translational potential are highly warranted.

Keywords: head and neck cancer, human papillomavirus (HPV), molecular targeting, radiotherapy,
radiosensitization, PARP, Wee1, Chk1
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INTRODUCTION

In locally advanced squamous cell carcinoma of the head and neck
(HNSCC), positivity for human papillomavirus (HPV) confers a
favorable prognosis, especially for patients with tumors located in
the oropharynx (OPSCC) (1, 2). Standard treatment of locally
advanced disease is cisplatin-based chemoradiation, either in the
primary setting or as adjuvant treatment after surgery. The
combination of high cure rates but often dramatic toxicity under
these regimes has resulted in the development of various clinical
trials testing de-intensification approaches, and some early phase
trials have reported promising results (3-7). Two phase 3 trials,
however, which together recruited more than 1,000 patients,
concordantly reported inferiority of the rather cautious de-
intensification concept of exchanging cisplatin for the also
approved anti-EGFR antibody cetuximab under maintenance of
the full radiation dose (8, 9). In line with these negative clinical
results, we had previously shown that cetuximab completely fails to
radiosensitize HPV-positive HNSCC cells in vitro (10). This clearly
urges caution and speaks in favor of careful preclinical evaluation of
novel agents and concepts.

A way to very directly induce radiosensitization is the
molecular targeting of proteins involved in the DNA damage
response (DDR) and DNA repair. Poly(ADP-ribose) polymerase
1 (PARP1) is responsible for poly(ADP-ribose) polymerization
at the sites of DNA damage, which marks the lesion and recruits
further DNA repair factors. PARP1 is involved in single-strand
break repair but also in double-strand break (DSB) repair via the
alternative end-joining (alt-EJ) backup DSB repair pathway (11,
12). Sole PARP inhibition is especially effective in tumors with a
severe deficiency in homologous recombination (HR). Following
the well-known concept of synthetic lethality, PARP inhibition
increases the need for effective HR by interfering with the repair
of intrinsic single-strand lesions and PARP-trapping at the break
sites. Upon collision with replication forks, these structures can
lead to the formation of one-ended DSBs, the repair of which
requires HR (13, 14). Tonizing radiation induces both single- and
double-strand breaks, and PARP-inhibitors are well known
radiosensitizers (15).

Cell cycle checkpoints constitute another important factor in the
response towards irradiation, providing more time for DNA repair
before entering S-phase or mitosis in order to avoid mutations and
especially mitotic cell death (16). In HNSCC, the majority of HPV-
positive and -negative tumors are functionally deficient for p53 and
subsequently also for the G1-S cell cycle checkpoint, increasing the
dependence on the G2-M checkpoint. Reduction of the radiation-
induced G2 arrest can be achieved by inhibition of the ATR/Chk1/
Weel axis, as the inhibition of any of these kinases finally
counteracts Weel-mediated inhibitory phosphorylation of cyclin
dependent kinase 1 (CDK1), which, in its active state will continue
to drive G2-M transition (16, 17). Premature mitotic entry and
induction of severe replication stress are further therapeutic effects
resulting from enhanced CDK1 and CDK2 activity upon inhibition
of the ATR/Chk1/Weel axis also without irradiation (18-20).

We and others have demonstrated that PARP inhibition as
well as inhibition of radiation induced cell cycle checkpoints via
targeting of Chkl, ATR, or Weel can radiosensitize HPV-
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positive HNSCC cells (10, 21-25). Different mechanisms may
account for the observed sensitization. HPV-positive HNSCC
cells are described to rely on PARP-dependent alt-EJ (26, 27) and
to be defective in homologous recombination (HR) (27-31). Due
to an ineffective DSB repair, these cells further rely on an
especially profound and long lasting radiation-induced G2
arrest for the repair of radiation-induced DSBs before the
critical passage through mitosis (21, 22, 32, 33). Apart from
interfering with G2 arrest, the inhibition of Weel, Chkl, or ATR
can directly compromise the ability to perform HR (34-36) and
the induction of replication stress, which is to a large extent
caused by nucleotide shortage due to unrestrained CDK activity
and enhanced origin firing (18), that may create an unfavorable
environment for DNA repair in S phase. Given these potential S/
G2 phase-based mechanisms, it is easily imaginable that the
combined inhibition of PARP and the S/G2 cell cycle
checkpoints could be an especially effective treatment option
for HPV-positive HNSCC cells, and its radiosensitizing effect has
already been demonstrated in preclinical studies in a number of
other cancer entities (37, 38). Against this background, we tested
the combined inhibition of PARP and the S/G2 cell cycle
checkpoint in intrinsically DSB repair-compromised HPV-
positive HNSCC cells using clinically relevant inhibitors, all of
which are already being tested in combination with radiotherapy
in clinical trials in HNSCC.

MATERIAL AND METHODS

Cells and Cell Culture

All cell lines were grown in RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Biochrom AG, Berlin, Germany) at 37°C, 5% CO, and 100%
humidification. HPV-positive HNSCC cells UD-SCC-2, UM-
SCC-47 and UPCI-SCC-154, UPCI-SCC-90, 93VU-147T, UT-
SCC-45, and normal human fibroblasts F184 were described
previously (21, 33, 39). Tumor cell lines were identified by a short
tandem repeat multiplex assay (Applied Biosystems, Waltham,
MD, USA). PARP inhibition was performed using 1 uM olaparib
(MyBiosource, San Diego, CA, USA). Weel inhibition was
performed using 240 nM adavosertib (Selleckchem, Houston,
TX, USA) and combined Weel/Chkl inhibition was performed
at a dose of 60 nM adavosertib and 1 nM prexasertib
(MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA) unless
stated otherwise. Supplementation with nucleosides
(EmbryoMax 100x, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was
performed at a final dilution of 1/12.5.

Cell Proliferation

For cell proliferation analysis, cells were seeded into T25 cell
culture flasks and after 4 h treated with inhibitors. The numbers
of resulting cells were assessed after 5 days using a Coulter
counter (Beckmann-Coulter, Brea, CA, USA).

Cell Cycle Assessment
Cells were harvested, fixed with 70% ethanol, briefly washed with
PBS/0.2% Triton X-100, and subsequently incubated with PBS/
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1% BSA/0.2% Triton X-100/DAPI (4',6-Diamidin-2-
phenylindol, 1 pg/ml) for 30 min at room temperature in the
dark. Cells were washed once with PBS/0.2% Triton X-100, and
flow cytometric analysis was performed using a MACSQuant10
with MACSQuantify Software (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). The proportion of cells in the respective
cell cycle phases was calculated using ModFit LT™ software
(Verity Software House, Topsham, ME, USA).

X-Irradiation

Cells were irradiated at room temperature with 200 kV X-rays
(Gulmay RS225, Gulmay Medical Ltd., Suwanee, GA, USA; 200
kV, 15 mA, 0.8 mm Be + 0.5 mm Cu filtering; dose rate of 1.2
Gy/min).

DSB Reporter Gene Assay

Exponentially growing HNSCC cells containing stably integrated
copies of the previously described GFP-based HR or NHE]J
reporter plasmids pGC or pEJ (40) were transfected with an I-
Scel expression vector for targeted DSB induction using Fugene
HD (Promega, Fitchburg, WI, USA). Six hours post transfection,
the medium was exchanged and supplemented with inhibitors or
solvent (DMSO) as indicated, followed by another exchange plus
supplementation 24 h post transfection. At 48 h post
transfection, the cells were harvested and assessed for GFP
expression by flow cytometry using a FACS Canto with FACS
Diva software (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). The
gating of GFP-positive cells was set according to the negative
control (Fugene HD + empty vector). Rates of DSB repair (%
GFP-positive cells) were normalized to the respective
transfection efficiency of the individual experiment as
determined by parallel transfection with a GFP-expression
vector (pEGFP-NI1).

Immunofluorescence

Cells grown on glass cover slips were fixed with PBS/4%
formaldehyde for 10 min, and permeabilized/blocked for 1 h
or overnight with PBS/1% BSA/0.2%Triton X-100. The cells were
subsequently incubated for 1 h at room temperature with the
primary antibodies [mouse anti-53BP1 (clone BP13, Millipore,
Billerica, MA, USA); rabbit anti-geminin (#10802-1-AP,
Proteintech, Manchester, UK)] in blocking solution, washed
four times with PBS/0.5% BSA/0.1% Triton X-100 before
incubation with the secondary antibodies plus DAPI (1 pg/ml)
and were then washed again four times before mounting with
Vectashield mounting medium (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA). Cells were inspected using an
AxioObserver Z1 fluorescence microscope with ApoTome and
Axiovision Software (Zeiss, Oberkochen, Germany). 53BP1 foci
per nucleus were manually counted using stack images in
maximum intensity projection. Nuclei with 220 foci were
scored as “20”.

Flow Cytometric Protein Quantification

Flow cytrometric measurement of relative protein staining
intensity per cell in relation to the cell cycle phase was
performed on either a FACS Canto with FACS Diva Software

Radiosensitization of HPV+ HNSCC

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) using FxCycle
FarRed (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) as nuclear
counterstain or on a MACSQuantl0 with MACSQuantify and
Flowlogic Software (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Germany & Inivai, Mentone Victoria, Australia) using DAPT as
nuclear counter stain. In brief, cells were harvested, fixed with
PBS/4% formaldehyde for 10 min, and then permeabilized and
blocked with PBS/1% BSA/0.2% Triton X-100 for a minimum of
1 h. The cells were subsequently incubated (1 h; room
temperature) with the primary antibody [rabbit anti-P-
Histone3 (#06-570, Millipore, Billerica, MA, USA), mouse-
anti-y H2AX antibody (clone JBW301, Millipore, Billerica,
MA, USA), and mouse anti-RPA32 (clone ME34, Santa Cruz,
Santa Cruz, CA, USA)] in blocking solution, washed three times
with PBS/0.5% BSA/0.1% Triton X-100 before incubation (1 h;
room temperature) with the second antibody and were then
washed again three times. DNA counterstaining was either
performed with DAPI added to the secondary antibody or with
FxCycle FarRed (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) plus 300
ng/ml RNAse A and 0.2% Triton X-100 for 30 min at room
temperature in the dark following the last washing step.

In case of RPA staining, the cells were pre-extracted after
trypsinizaton by gentle resuspension (wide bore tips) of the
harvested cell pellet in 500 pl ice cold PBS/0.1% Triton X-100/
1 mM DTT followed by gentle shaking in horizontally placed
reaction tubes on ice for 10 min. Afterwards, 1 ml cold PBS/1%
BSA/ImM DTT was added, tubes were inverted several times,
and the pre-extracted cells were collected in a pre-cooled
centrifuge (5 min, 400 g). After discarding the supernatant, the
pre-extracted cells were resuspended (wide bore tips) in PBS/4%
formaldehyde and fixed for 10 min at room temperature before
regular subsequent staining procedures as described above.

Colony Formation Assay

Radiosensitization was determined using delayed plating colony
formation assay. Exponentially growing cells were treated with
inhibitor and irradiated after 2 h of incubation. Twenty-four
hours post irradiation the cells were seeded in defined numbers
into T25 cell culture flasks without addition of inhibitors.
Incubation time until colony formation varied between cell
lines from 2 to 4 weeks; irradiated samples of HPV-positive
cell lines were allowed to grow for an extended period of time, as
colony formation was apparently delayed. The number of
colonies containing more than 50 cells was assessed. In the
case of UM-SCC-47, the cell number was adjusted to 5000 by
addition of feeder cells (UM-SCC-47; 20 Gy) to support plating
efficiency, and for UPCI-SCC-154 and F184 the medium was
changed to a 1:1 mixture of RPMI/10% FBS and Amniomax C-
100 medium/7.5% Amniomax Supplement (both Gibco, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)/7.5% FBS one (F184) or
three (UPCI-SCC-154) weeks after seeding to facilitate
colony formation.

Data Evaluation

Data analyses were performed using Excel (Microsoft, Redmond,
WA, USA) and GraphPad Prism 6 (GraphPadSoftware, San
Diego, CA, USA). All experiments were performed at least
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three times, and single experiments always contained the full set
of substances and radiation doses as indicated. Values presented
are mean = SD unless indicated otherwise. Two-tailed Student’s
t-test was used to assess statistically significant differences using
GraphPad Prism 6.

RESULTS

To assess whether the dual inhibition of PARP and Weel may
exert some additive or synergistic effects in HPV-positive HNSCC
cells, we tested a combination of the PARP inhibitor olaparib and
the Weel inhibitor adavosertib (MK-1775/AZD-1775) with
regard to cell proliferation and cell cycle distribution. To this
end we used individual inhibitor doses that previously
demonstrated moderate effects on their own with regard to the
respective cell lines and endpoints or a maximum concentration of
1 pM olaparib in the cell cycle analyses, which was previously
proven sufficient to completely suppress the poly(ADP)-
ribosylation of HPV-positive HNSCC cells upon H,0,
treatment (10, 22). Regarding proliferation we observed several
statistically significant differences and the generally strongest
reduction under combined inhibition but without a clear hint
for a meaningful synergistic effect (Figure 1A). Regarding cell
cycle distribution, adavosertib induced an accumulation of cells in
the S-phase, indicative of replication stress, while olaparib
had little effect on its own or when added to Weel
inhibition (Figure 1B).

Radiosensitization of HPV+ HNSCC

Radiation-Induced Cell Cycle Arrest

While the previous results did not indicate prominent synergistic
effects, we further tested dual PARP and S/G2 checkpoint inhibition
combined with ionizing irradiation. To assess a direct effect on the
radiation-induced G2 arrest, we quantified the amount of phospho-
histone H3 positive mitotic cells 5 h after 6 Gy + inhibitor treatment
(Figure 2A). Sole adavosertib treatment (240 nM) increased the rate
of mitotic cells in two cell lines, indicating unscheduled mitotic
entry upon Weel inhibition as previously described (41). Irradiation
largely blocked mitotic entry in all strains irrespective of olaparib
treatment (1 uM). Adavosertib completely suppressed this G2
arrest, except for UD-SCC-2 cells, where it could only partially
override checkpoint execution (Figure 2B). Additionally testing a
later time point of 8 h post irradiation, adavosertib treatment +
olaparib further relieved UD-SCC-2 cells from the radiation-
induced G2 checkpoint (Figure 2C). We had previously shown
that Weel inhibition activates Chkl, which could in part
compensate the reduction in Weel activity and, indeed, dual
inhibition was effective at profoundly reduced doses (22). As low
dose dual Weel/Chkl inhibition may potentially offer a clinical
alternative to high dose single inhibitor treatment, we also included
a combination using especially low concentrations of 60 nM
adavosertib and 1 nM of the Chk1/2 inhibitor prexasertib, which
showed limited effectiveness on their own (Supplementary Figure
§1). This dual checkpoint inhibition resulted in checkpoint
abrogation comparable to the higher dose (240 nm) of sole
adavosertib treatment irrespective of the addition of olaparib in
all strains (Figure 2B).
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FIGURE 1 | Interactions of PARP and Wee1 inhibition. (A) Proliferation. Cells were seeded and after 4 h treatment with inhibitors as indicated. Five days later the
respective numbers of cells were assessed. Dotted lines indicate the number of cells seeded. Adavosertib: UD-SCC-2 & UM-SCC-47, 120 nM; UPCI-SCC-154, 60
nM. Olaparib: all strains 500 nM. (B) Cell cycle. Cells were seeded and on the next day treated with the respective inhibitors, After 24 h, the cells were fixed and
subjected to DAPI staining and flow cytometric assessment of cell cycle distribution. Adavosertib: UD-SCC-2 & UPCI-SCC-154, 480 nM; UM-SCC-47, 960 nM.
Olaparib: all strains 1 uM. Statistical evaluation was performed for changes in the S-phase population; addition of olaparib did not induce any significant changes.
Asterisks depict significant differences with * and ** indicating p < 0.05 and p < 0.01, respectively (two-talled Student's t-test).
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FIGURE 2 | Radiation-induced G2 arrest. (A—C) Fraction of mitotic cells. Exponentially growing cells were treated for 2 h with the inhibitors as indicated (olaparib: 1
uM; adavosertib: 240 nM; adavosertib + prexasertib: 60 nm + 1 nM, respectively), before irradiation with 0 or 6 Gy. Five or eight hours after irradiation cells were
fixed and stained for phospho-histone H3 (P-H3+) to assess the number of mitotic cells. (A) Gating. (B) Quantification of the mitotic fraction at 5 h after irradiation.
(C) Quantification at 8 h after irradiation. (D) Long term G2 arrest. Gells were treated and irradiated as in (A-C). Twenty-four hours after irradiation the cells were
fixed, and the cell cycle distribution was assessed by DAPI staining and flow cytometry.

As HPV-positive HNSCC cells show prolonged G2-checkpoint
responses due to an inefficient DNA DSB repair (33), we further
assessed cell cycle distribution at a later time point of 24 h after
irradiation where all cell lines demonstrated profound radiation-
induced G2 arrest (Figure 2D). In line with the short term
experiments described above, adavosertib treatment reduced the
amount of radiation-induced G2 arrest also at 24 h after irradiation
but not to the full extent. The combination of adavosertib and
prexasertib also reduced G2 arrest and partly increased the amount
of S phase cells, suggesting severe replication stress. Addition of
olaparib to adavosertib + prexasertib did not induce any further
accumulation in S-phase irrespective of radiation. In UD-SCC-2 cells,
sole olaparib treatment resulted in a clear increase of cells in G2,
especially after irradiation but also at baseline. In UM-SCC-47 and
UPCI-SCC-154 the increase was subtle but highly reproducible,
which is in line with enhanced DNA damage levels after PARP
inhibition as frequently reported (Supplementary Figure S2A) (42—
44). Enhanced damage levels are further supported by higher
intensity of the DNA damage marker YH2AX in cells residing in
radiation-induced G2-arrest after olaparib treatment in all three cell
lines (Supplementary Figure S2B).

For all the following experiments, we continued with
concentrations of 1 uM olaparib and 240 nM adavosertib or,
alternatively, the reduced concentration of 60 nM adavosertib
combined with 1 nM prexasertib, which demonstrated similar
G2 checkpoint abrogation in these assays.

Replication Stress
Unscheduled activation of dormant origins and subsequent
nucleotide depletion is described as a mechanism of antitumor

activity through Weel and/or Chkl inhibition (18, 20). This
leads to replication stress and, if severe, S-phase arrest as partially
observed for the combined Weel/Chkl inhibition described
above. Chkl is further described as a replication fork
protection factor (45) and PARPI, apart from its functions in
DNA repair, was reported to be involved in the restart of stalled
replication forks and Chkl-dependent S-phase checkpoint
activation and fork protection (46-49).

In S-phase, cell stretches of single-strand DNA (ssDNA)
upon replication fork stalling as well as DSBs upon replication
fork collapse are recognized through the related ATR and
ATM kinases, and such areas are subsequently decorated by
YH2AX. In line with these mechanisms, the inhibition of Weel
as well as the combined inhibition of Weel/Chkl resulted in a
strong increase in YH2AX signal intensity in S and partly G2
phase cells. However, neither olaparib alone nor the addition
of olaparib to Weel or to Weel/Chkl inhibition resulted in
any substantial increase in YH2AX levels with the exception of
sole addition in UD-SCC-2 cells. Here, a considerable number
of cells demonstrated higher YH2AX levels, but the rise in
signal intensity was very modest (Figures 3A, B and
Supplementary Figure S3A). Although less uniform than
the YH2AX staining, the results were in principle confirmed
when assessing the amounts of chromatin-bound RPA, which,
as the primary ssDNA binding and protection factor,
represents a very direct and robust marker for replication
stress (50) (Figures 3C, D). Notably here, in UD-SCC-2 and
UPCI-SCC-154, sole Weel inhibition resulted in a more
moderate induction of RPA signal intensity compared to
combined Weel/Chkl inhibition, in line with the stronger
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FIGURE 3 | Effect of PARP and intra-S/G2 checkpoint inhibition on yH2AX and chromatin-bound RPA staining intensity. Cells were treated with inhibitors as
indicated for 24 h before fixation, staining, and flow cytometric measurements. In case of RPA staining the cells were pre-extracted before fixation. (A) Examples of
the flow cytometric measurement of H2AX. Gates are set to selsct cells in G1 (green), in S/G2 (red & blue) or cells in $/G2 with enhanced yH2AX levels (red).

(B) Fraction of S/G2 phase cells that demonstrate enhanced yH2AX levels. (C) Examples of the flow cytometric measurement of chromatin-bound RPA, which is
highest in the replicative S-phase. Gates are set to select cells in G1 (green), in S/G2 (red and blug) or cells in S with enhanced RPA levels (red). (D) Fraction of S/G2
phase cells that demonstrate enhanced RPA staining levels. Asterisks depict significant differences to solvent (DMSQ) treatment with *, **, *** and = indicating

p <005 p<0.01,p<0.001,and p < 0.0001, respectively (two-talled Student's t-test).

accumulation in the S-phase described above (Supplementary
Figure $3B). Adding the PARP inhibitor did not prominently
change the amount of cells positive for YH2AX or chromatin-
bound RPA.

Together these results demonstrate that under Weel and
especially Weel/Chkl1 inhibition S phase cells will have to repair
radiation induced DNA damage under conditions of replication
stress and with a severely reduced ability to halt the cell cycle in
G2 and therefore without extra time for DNA repair before the
critical passage through mitosis. Additional inhibition of PARP
did not prominently impact on replication stress or inhibition of
G2 arrest according to the endpoints measured.

DSB Repair

The reduced DNA DSB repair capacity of HPV-positive HNSCC
cells has been frequently ascribed to a defect in the DNA repair
pathway homologous recombination (HR) (28-31) and also a
switch towards the error prone alt-E] pathway has been reported
(26, 27). As PARPI is a key component of the latter (12) and
Weel has been described as a relevant HR factor (35), we tested
the influence of PARP- and Weel inhibition on NHE] and HR
using established GFP-based reporter gene constructs stably
integrated in HPV-positive UD-SCC-2 and UPCI-SCC-154
cells (51) (Supplementary Figures S4A, B). Although the pEJ
construct can interrogate classical NHE] and alt-EJ repair (52),
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PARP inhibition did not reduce the rate of measurable NHE] in
either cell line (Supplementary Figure S4C). Despite the
reported HR defect of HPV-positive HNSCC cells, we had also
been able to establish UD-SCC-2 and UPCI-SCC-154 HR
reporter cells. Unexpectedly, Weel inhibition did not reduce
the rate of HR repair as assessed through the pGC reporter
construct and the combination with PARP inhibition even
increased the rate of GFP-positive cells (Supplementary
Figure S4D).

In line with the reporter gene assay results, we also did not
observe an enhancement of residual 53BP1 nuclear foci as
markers of unrepaired DSBs at 24 h after irradiation with 2 Gy
under combined PARP/Weel inhibition in UD-SCC-2 and
UPCI-SCC-154 and only a slight, non-significant increase in
UM-SCC-47 (Figure 4A and Supplementary Figure S5A). We
did, however, observe a common phenotype regarding the
distribution of foci with respect to the cell cycle phase as
determined by geminin co-staining, which marks cells in § and
G2 phases (Figure 4B). In all cell lines, the average foci number
in G1 increased significantly upon combined PARP/Weel
inhibition, whereas foci in S/G2 phase cells decreased
(Figure 4C and Supplementary Figure S5B). In line with the
respective cell cycle data (Figure 2), this underscores that under
combined inhibition cells with unrepaired DSBs exit G2 arrest
and take the critical passage through mitosis despite the

Radiosensitization of HPV+ HNSCC

enhanced risk of acute and delayed mitotic cell death. In
general, cells with low numbers of residual radiation-induced
DSBs are the ones most likely to survive and the fraction of such
potentially surviving cells after 2 Gy was decreased in all strains
upon dual PARP/Weel inhibition, albeit in UD-SCC-2 slightly
missing significance (p = 0.0777) (Figure 4D). Regarding cell
cycle, this reduction was observed in the G1-phase in all strains,
again underpinning premature mitotic passage (Figure 4E).
Surprisingly, in UD-SCC-2 the fraction of cells with few
residual foci was also significantly reduced in 5/G2 phase cells
upon dual inhibition, despite the overall decrease in average foci
numbers in this fraction (Figure 4C).

Radiosensitization

So far while we did not observe clear hints pointing towards
enhanced cytotoxicity when adding a PARP inhibitor to intra-S/
G2 checkpoint inhibition, radiosensitization through PARP
inhibition is clearly established owing to an enhanced
induction of replication-induced one-ended DSBs, the
inhibition of alt-E] and further mechanisms (53). Moreover,
we had previously observed highly effective radiosensitization in
HPV-positive HNSCC cells when combining olaparib with the
Chk1 inhibitor PF-00477736 (10). In line with these results, a
significant reduction of colonies indicating radiosensitization
was now observed upon combined PARP/Weel inhibition as
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FIGURE 4 | Effect of PARP and Wee1 targeting on DSB repair. (A) Quantification of

radiation-induced nuclear 53BP1 foci at 24 h after 2 Gy irradiation. Counts were

normalized to the DNA content of the respective cell lines as assessed previously (33), foci numbers in non-irradiated controls were subtracted. (B) Example of
immunofluorescence co-staining of 53BP1 and the S/G2 phase marker geminin (GMMN). (C) Quantification of radiation-induced nuclear 53BP1 foci with respect to
the cell cycle phase as determined by geminin co-staining. Foci numbers in non-irradiated controls were subtracted. (D) Fraction of cells with <3 53BP1 nuclear foci.
(E) Fraction of cells with <3 53BP1 nuclear foci with respect to cell cycle phase as determined by geminin co-staining. Significant changes are indicated with *, **
and *** indicating p < 0.05, p < 0.01, and p < 0.001, respectively (two-tailed Student’s t-test).
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compared to single inhibitor usage (Figure 5A). Highly similar
results were obtained when replacing the 240 nM adavosertib
treatment with 60 nM adavosertib/1 nM prexasertib (Figure 5B).
To further estimate whether radiosensitization occurs in a
majority of HPV-positive HNSCC cells, we tested dual PARP/
Weel targeting in three additional strains, all of which were also
sensitized, two very effectively and UPCI-SCC-90 to less extent
(Figure 5C). To assess tumor specificity, we further tested dual
targeting in p53/Gl arrest proficient normal human fibroblasts.
In a proliferative state, fibroblasts were radiosensitized by
combined inhibition but to a lesser extent than five of the six
HPV-positive tumor cell lines. In confluent cultures, the effect of
intra-S§/G2 checkpoint targeting was completely lost, and
radiosensitization was marginal or absent (Figure 5D and
Supplementary Table S1). A comparison of the plating
efficiency rates of the non-irradiated controls did not reveal a
clear differential effect of the dual vs. the triple inhibition
approach in HPV-positive HNSCC cells and virtually no
reduction of survival in the normal fibroblasts (Supplementary
Figure S6).

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

Nucleoside Supplementation Counteracts
Radiosensitization Through Wee1 but Not
PARP/Wee1 Inhibition

We finally wanted to estimate to what extent the induction of
replication stress may contribute to the profound radiosensitization
upon combined treatment. As a shortage in nucleotides contributes
to replication stress upon intra-S/G2 checkpoint inhibition, it can
partly be compensated by external addition of nucleosides (18, 54).
To test the effect in our cells, we analyzed YH2AX levels in S-phase
cells at 4 h after combined PARP/Weel inhibition, a time point
corresponding to 2 h post irradiation in the colony formation assays
when DSB repair would be highly active. We found yH2AX levels to
be induced by combined inhibition in S phase cells and partly
suppressed by nucleoside supplementation. A substantial degree of
induction and normalization was observed in UD-SCC-2 and
UPCI-SCC-154 cells (Figures 6A, B). Despite these similarities,
nucleoside supplementation did not influence radiation sensitivity
in UPCI-SCC-154 but in UD-SCC-2 induced a quite clear trend
towards radioresistance in the PARP/Weel-inhibited samples (6
Gy: p = 0.0862). Unexpectedly, resistance was induced in the
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FIGURE 6 | Cell ine-dependent induction of radioresistance through nucleoside supplementation. Exponentially growing cells were treated with or without the
combination of olaparib and adavosertib and with or without external nucleosides as indicated. (A) Example of gating for yH2AX intensity measurement in G1 and
mid-S phase cells as assessed by DAPI co-staining. The cells were fixed after 4 h of treatment and analyzed for yH2AX induction by flow cytometry. (B) Bars depict
the average median H2AX staining intensity of cells in G1 and mid-S phase. Values were normalized to the intensity of DMSO-treated mid-S phase cells of the
respective experiments. Asterisks mark statistically significant differences upon nuclecside supplementation. (C) Two hours after addition of inhibitors + nucleosides
the cells were irradiated and after further 24 h seeded for colony formation without addition of inhibitors. Asterisks mark statistically significant differences in survival
upon nucleoside supplementation, color indicates solvent controls or inhibitor treatment. Differences between DMSO treatment and dual inhibition without nucleoside
supplementation (selid lines) were significant for all cell lines (not indicated). Significant changes are indicated with * and **indicating p < 0.05 and p < 0.01,

respectively (two-tailed Student’s t-test).

solvent-treated controls to a very similar extent reaching
significance for the 6 Gy dose point (Figure 6C). In comparison,
sole Weel inhibition induced a similar increase in YH2AX levels,
and nucleoside supplementation resulted in a pertinent
normalization. In contrast to the situation under combined
targeting, nucleoside supplementation counteracted adavosertib-
mediated radiosensitization in UM-SCC-47 and UPCI-SCC-154,
with no or little effect in the respective solvent-treated controls.
Solely in UD-SCC-2, nucleoside supplementation exerted a similar
effect on adavosertib and control treated cells (Supplementary
Figure §7). So while these data strongly suggest that replication
stress caused by nucleotide shortage can play a prominent role in
the radiosensitization under sole Weel inhibition, they question a
meaningful role for the radiosensitization under combined PARP/
Weel inhibition in our cells.

The cause for radioresistance under nucleoside supplementation
in solvent treated UD-SCC-2 cells currently remains elusive. In a set
of pilot experiments, nucleosides increased the fraction of G1 at the
cost of S phase cells in UD-SCC-2 and reduced their proliferation
speed (Supplementary Figures S8A, B). Also especially in UD-
SCC-2, the radiation-induced G2 arrest was diminished upon

nucleoside supplementation, suggesting that fewer residual DSBs
were present to trigger the G2 cell cycle checkpoint (Supplementary
Figure S8A). Finally, analyses of residual DSBs under nucleoside
supplementation via 53BP1 nuclear foci in UD-SCC-2 cells
demonstrated an increase in the fraction of cells with few (<3)
foci after irradiation, in line with radioresistance induction. The
effect was present and significant in both cells that were or were not
actively replicating at the time of irradiation (Supplementary
Figure S8C). Further analyses will be necessary to clarify this
intriguing finding of radioresistance through nucleoside
supplementation in otherwise unperturbed cells.

DISCUSSION

Inhibition of Weel by adavosertib was recently described as a
highly effective single-agent treatment for HPV-positive HNSCC
dependent on FOXM1 activation (55) and single agent radio-
and chemosensitization through PARP, as well as through intra-
S§/G2 checkpoint inhibition, which was repeatedly demonstrated
in HPV-positive HNSCC models (10, 21-23, 25, 30, 31, 56, 57).
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In this study we demonstrate a highly effective radiosensitization
of HPV-positive HNSCC cells using dual inhibition of PARP and
the §/G2 cell cycle checkpoint in five and moderate
radiosensitization in one out of six cell lines tested. A similar
result has recently been independently described for the HPV-
positive strain UPCI-SCC-154 (24). Here it was suggested that
the combination of PARP plus Chkl inhibition is more effective
in HPV-positive HNSCC cells, whereas the combination of
PARP plus Weel inhibition is more effective in HPV-negative
ones but the estimation was based on only one cell line per group.
For this particular HPV-positive strain, we have indeed also
observed an exceptionally strong radiosensitization when
including a Chkl inhibitor (Figure 5). The data are also in line
with previous findings of strong radiosensitization using sole
Chk1 and combined Chkl/Weel inhibition, but again the effect
was only specific for UPCI-SCC-154 rather than for HPV-
positive cells in general (22). Of note, this strain was also an
outlier in the response to the particular Chkl inhibitor PE-
004776, but here demonstrated non-responsiveness for various
endpoints, which further suggests irregularities (21). Effective
radiosensitization through combined inhibition of PARP and the
intra-S/G2 cell cycle checkpoint has also been described for other
entities and for different approaches of checkpoint targeting,
such as Chk1 or ATR inhibition (10, 58-60). The combination of
PARP/Weel inhibition was previously tested in lung and
pancreatic cancer cells with similarities but also some
differences to our findings in HPV-positive HNSCC cells (61,
62). Contrasting these studies we did not observe inhibition of
HR upon Weel inhibition in plasmid reconstruction assays and
we neither observed a reduction of NHE] upon PARP inhibition
despite the reported enhanced usage of alt-EJ in HPV-positive
HNSCC (26, 27). Furthermore, while replication stress was
clearly evident upon intra-S$/G2 checkpoint inhibition, we
could not confirm an important role for the radiosensitization
under combined inhibition, since for example in UD-SCC-2
targeting the intra-S/G2 checkpoint by combined Weel/
Chk1 inhibition induced replication stress more effectively
than sole Weel inhibition but radiosensitization was highly
similar (Figures 2, 3, 5). And while external nucleoside
supplementation succeeded in partly relieving replication
stress, it either failed to reduce radiosensitization (UPCI-SCC-
154) or induced radioresistance in the solvent-treated controls to
a similar extent as under combined PARP/Weel inhibition (UD-
SCC-2) (Figure 6). In contrast, nucleoside supplementation
demonstrated a pertinent reduction in replication stress and
effectively counteracted radiosensitization upon sole Weel
inhibition in two out of three cell lines tested (Supplementary
Figure 87), suggesting additional mechanisms and a more robust
radiosensitization upon combined inhibition. These findings are
actually in line with previous reports, where the addition of
nucleosides also counteracted radiosensitization under sole
Weel (62, 63) but not under combined Weel/PARP inhibition
(62). Interestingly, nucleoside supplementation had also induced
radioresistance in solvent treated samples in one of three
(hepatocellular) carcinoma cell lines tested, while in NSCLC
cells no results for the solvent treated controls were presented

Radiosensitization of HPV+ HNSCC

(62, 63). While clearly not the focus of this manuscript, our
observation of profoundly enhanced radioresistance upon
nucleoside supplementation in solvent-treated UD-SCC-2 cells
is interesting and warrants future mechanistic investigations.

A puzzling finding of our study is the slight reduction in the
overall number of 53BP1 foci upon combined treatment (Figure 4).
In general, an enhancement in DNA damage in S/G2 phase upon
PARP inhibition is very well established (13, 14, 64) and,
accordingly, we observed an increase in G2 arrested cells and
enhanced yH2AX levels in G2 phase cells upon PARP inhibition
and moderate radiosensitization here and previously (Figures 2, 5
and Supplementary Figure §2) (10). A possible explanation, in line
with the cell cycle data and the shift in foci number from G2 to G1
phase cells (Figures 2, 4) may be that overriding the otherwise long
lasting G2 checkpoint can result in immediate mitotic catastrophe
and cell elimination, preferentially of those cells with high damage
and foci levels that would otherwise reside long enough in G2 to be
scored. In line with this theory, the proportion of irradiated G2
phase cells with =20 53BP1 foci decreased in UD-SCC-2 and UPCI-
SCC-154 upon combined inhibition (data not shown). Importantly,
the fraction of cells with very low foci numbers was reduced upon
dual inhibition in all cell lines tested. Overall, our results point
towards a mechanism for radiosensitization driven by the
abrogation of the, in HPV-positive HNSCC cells extensive, G2
cell cycle arrest in combination with the induction of additional
DNA damage in S/G2 through PARP inhibition. While differences
may exist in detail, the described effectiveness in different entities
and by application of various checkpoint inhibitors clearly point
towards a very robust radiosensitization of proliferating tumor cells
by this combinatorial approach (37, 38). In contrast, normal
fibroblasts, representing p53-proficient normal tissue cells, were
only modestly affected in our study (Figure 5D), which indicates a
fair degree of tumor specificity, especially given that many normal
tissues do not or only slowly proliferate.

From the translational view, HPV-positive HNSCC may
represent an especially promising entity for radiosensitization
through molecular targeting. Patients possess a favorable
prognosis and therefore targeting agents may not be added to
concomitant chemotherapy (CT) but could rather replace CT
and this should reduce, instead of increase, the risk of severe
systemic side effects. Safe de-intensification of treatment is
already the common goal in clinical trials for HPV-positive
HNSCC. A major drawback, however, was the reported
inferiority of cetuximab compared to cisplatin despite
maintaining full dose radiotherapy in two phase 3 trials (65).
These studies clearly highlight the need for effectiveness and
thorough preclinical evaluation of molecular targeting
approaches despite the overall favorable prognosis. In the
frame of recent clinical data on de-intensification, promising
initial results were obtained for reducing radiation dose in
definitive chemoradiation and after induction chemotherapy
(ICT) (3, 5, 7). In the frame of the latter, effective targeting
may also be an alternative to adjuvant chemotherapy after ICT in
the frame of risk-adapted, de-intensified radiotherapy and may
evade potential chemoresistance mechanisms selected for or
acquired during ICT. All inhibitors used in this study are
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already being tested in clinical trials in combination with
radiotherapy in HNSCC (66, 67) (NCT02555644,
NCT01758731, NCT02308072, NCT02585973). Olaparib is
clinically approved in other entities, and the combination of
adavosertib and radiotherapy (plus gemcitabine) was recently
reported to yield promising results in pancreatic cancer (68).
Moreover, combined treatment with olaparib and adavosertib as
well as with prexasertib is also being clinically tested in a number
of entities (NCT02576444, NCT02511795, NCT03579316,
NCT03330847), albeit so far not in combination with
radiotherapy. From our point of view, the clinical stage of the
inhibitors available and the preclinical evidence provided in this
study clearly warrant subsequent in vivo experiments as a next
step towards a possible clinical exploration of the described
approaches in the frame of de-intensification trials in HPV-
positive HNSCC.
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Supplementary Figure S1. Effectiveness of G2 arrest agrogation by low dose Weel and Chkl1 or
combined inhibition. Fraction of mitotic cells. Exponentially growing cells were treated for 2 hours
with the inhibitors as indicated, before irradiation with 0 or 6 Gy. Eight h after irradiation cells were
fixed and stained for the mitosis marker phospho-histone H3 (P-H3) to assess the number of mitotic
cells. Enhanced mitotic fractions upon dual treatment and irradiation may be explained by aberrant
mitotic divisions of cells entering mitosis with high levels of DNA damage.
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Supplementary Figure S2. Enhanced fractions of G2 phase cells and enhanced YH2AX levels in
G2 arrested cells after PARP inhibition. (A) Top: Exponentially growing cells were treated and
irradiated as indicated. Twenty-four h after irradiation the cells were fixed and the cell cycle
distribution assessed by DAPI staining and flow cytometry. Bottom: While the increase of G2 phase
cells upon olaparib treatment in UM-SCC-47 and UPCI-SCC-154 was subtle, the difference was seen
in virtually every experiment and reached significance when including all doses (paired two-tailed
Student's t-test). (B) Exponentially growing cells were treated with olaparib and after 2 h irradiated +
6 Gy. Twenty-four h later, when the majority of irradiated cells is arrested in G2, the cells were fixed
and DNA damage levels assessed by flow cytometric measurement of yYH2AX levels plus DNA content
(DAPI). Olaparib induced a significant increase in DNA damage levels in all strains in G2 arrested
cells 24 h after 6 Gy irradiation and in 2/3 cell lines without irradiation (paired two-tailed Student's t-
test). Depicted are the average values of the median yYH2AX intensities of G2 phase cells, individual
values were normalized to the YH2AX level of the non-irradiated G1 phase populations of the
respective experiments.
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Supplementary Figure S3. Effect of PARP- and intra-S/G2 checkpoint inhibition on yYH2AX and
chromatin-bound RPA staining intensity. Data are based on the same experiments as for Figure 3.
Graphs depict the staining intensities of G1 and S/G2-phase cells (green or blue + red populations in
Figure 3A,C). (A) yH2AX. (B) Chromatin-bound RPA. Values were normalized to the solvent control
(DMSO) value of the S/G2 population in each experiment.
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Supplementary Figure S4. Effect of PARP and Weel targeting on DSB repair pathways as
assessed by GFP-based reporter gene assays. Reporter strains with stable integration of the
respective repair constructs were transfected with an I-Scel expression vector. Six hours and once more
24 h after transfection the medium was exchanged and inhibitors added; 48h after transfection the
fraction of GFP-positive cells was assessed by flow cytometry. (A) Scheme of the respective NHEJ
and HR reporter constructs. (B) Example of flow cytometric assessment. (C) Effect of PARP inhibition
on NHEJ efficacy and (D) of PARP and Weel inhibition on HR efficacy. Results were generally
normalized to the respective transfection efficiencies and DMSO controls of the individual
experiments.

Significant changes are indicated with ** indicating p<0.01, respectively (two-tailed Student's t-test).
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Supplementary Figure S5. Radiation-induced 53BP1 foci. Quantification of nuclear 53BP1 foci at
24 h after O & 2 Gy irradiation. Graphs are based on the same experiments as presented in Figure 4,
for which the non-irradiated background levels of each experiment (0 Gy) had been subtracted. (A)
Radiation-induced 53BP1 foci in all cell cycle phases. (B) Radiation-induced 53BP1 foci in G1 vs.
S/G2 phase as assessed by geminin co-staining.
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Supplementary Figure S6. Plating efficiencies of colony formation assays. Exponentially growing
cells were treated with inhibitors as indicated and after 26 h seeded in defined, low numbers without
inhibitors for colony formation. Graphs represent the non-normalized surviving fractions of the 0 Gy
samples from the experiments shown in Figure 5.
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Supplementary Figure S7. Effect of nucleoside supplementation on radiosensitization through
sole Weel inhibition. (A) Cells were treated with adavosertib + nucleoside supplementation as
indicated. After 4 h of treatment the cells were fixed and analyzed for yH2AX induction by flow
cytometry. Bars depict the average median yYH2AX staining intensity of cells in G1 and mid-S phase
as assessed by DAPI co-staining. Values were normalized to the intensity of DMSO treated mid-S
phase cells of the respective experiments Asterisks mark statistically significant differences upon
nucleoside supplementation. (B) Cells were irradiated 2 h after addition of adavosertib + nucleosides
and after further 24 h seeded for colony formation without addition of inhibitor or nucleosides.
Asterisks mark statistically significant differences in survival upon nucleoside supplementation, color
indicates solvent controls or inhibitor treatment. Differences between DMSO and adavosertib
treatment reached significance only in UPCI-SCC-154 cells (not indicated).

Significant changes are indicated with *, ** and *** indicating p<0.05, p<0.01 and p<0.001,
respectively (two-tailed Student™s t-test).
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Supplementary Figure S8. Induction of radioresistance through nucleoside supplementation.
(A) Exponentially growing cells were treated with nucleosides and inhibitors as indicated and were

irradiated after 2 h. Twenty-four hours later the cells were fixed and the cell cycle distribution assessed.
(B) Exponentially growing cells were seeded and after 4 h treated with or without nucleosides and the
resulting numbers of control treated cells were assessed at the indicated time points. Data are
normalized to the resulting cell number after 24 h (day 1). (C) Exponentially growing cells were pulse
labelled with EdU for 30 min, washed 4 times, supplemented with nucleosides and after further 30 min
irradiated as indicated. Cells were finally fixed 24 h after irradiation and stained for 53BP1, DAPI and
EdU. Cells showing few foci (<3) are rare in the fraction of UD-SCC-2 cells irradiated in/immediately
after S phase (EAU+). Nucleoside supplementation increases the proportion of cells with few foci in
the fraction of cells irradiated in (EdAU+) but also of those cells irradiated outside (EdU-) of S phase.
Asterisks in (C) depict significant differences upon nucleoside supplementation with * and **
indicating p<0.05, p<0.01, respectively (two-tailed Student's t-test).
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Cell line /treatment DEF (25%) | CKEF (3Gy)
UD-SCC-2 / Ola+Ada 1.92 3.23
UM-SCC-47 / Ola+Ada 1.64 3.50
UPCI-SCC-154 / Ola+Ada 1.50 2.62
UT-SCC-45 / Ola+Ada 2.24 3.92
93VU-147T / Ola+Ada 1.85 3.01
UPCI-SCC-90 / Ola+Ada 1.51 1.5
F184 /Ola+Ada, subconf. 1.29 1.34
F184 /Ola+Ada, conf. 1.22 1.35
UD-SCC-2 / Ola+Ada+Prexa 2.15 4,35
UM-SCC-47 / Ola+Ada+Prexa 1.95 3.85
UPCI-SCC-154 / Ola+Ada+Prexa 2.54 9.85
F184 /Ola+Ada+Prexa, subconfl. 1.38 141
F184 /Ola+Ada+Prexa, confl. 1.06 0.89

Supplementary Table S1. Dose enhancement at 25% survival and cell kill enhancement at 3 Gy.
The Dose Enhancement Factor (DEF) at 25% survival was directly assessed from the dose response
curves depicted in Figure 5 using GraphPad Prism. The Cell Kill Enhancement Factor (CKEF) at 3 Gy
was either calculated directly from the 3 Gy dose points of the dose response curves (see Figure 3) or,
in case a 3 Gy dose point was lacking (UT-SCC-45, 93VU-147T and UPCI-SCC-90), was assessed by

interpolation using GraphPad Prism.
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Zusammenfassende Darstellung der Publikation
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Einleitung

Maligne Neoplasien des Kopf-Hals-Bereichs umfassen Lokalisationen wie die Mundhéhle und
Lippen, die Speicheldrisen, den Nasopharynx sowie Nase und Nasennebenhdhlen, Oropharynx,
Hypopharynx sowie Larynx. Uberwiegend handelt es sich dabei um Plattepithelkarzinome, im
Englischen head and neck squamous-cell carcinoma, kurz HNSCC. Sie gehdéren zu den sechst
haufigsten Krebserkrankungen weltweit (Ferlay et al. 2019).

Als wichtigste Risikofaktoren sind Tabak- und Alkoholabusus, sowie chronische Infektionen mit
dem Humanen Papillomvirus (HPV) zu nennen (Wienecke and Kraywinkel 2019). Letzteres
konnte insbesondere fir die Gruppe der Oropharynxkarzinome (oropharyngeal squamous cell
carcinomas/ OPSCC) der Tonsillen von Gaumen und Zungengrund, gezeigt werden. Epidemio-
logische Studien zeigen einen Rickgang des Tabakkonsums und der klassischen tabak- und
alkoholassoziierten HNSCC, wie Mundhoéhlen-, Larynx- und Hypopharynxkarzinome. Bei einem
zeitgleichen Anstieg der OPSCC wird daher ein kausaler Zusammenhang zwischen dem zeitli-
chen Trend in dieser Subgruppe und dem HPV angenommen (Simard et al. 2014, Wittekindt et
al. 2019).

HPV ist ein DNA-Virus mit mehr als 200 bekannten Subtypen, der Epithelien der Haut und
Schleimhaut befallt. Bei einem Grofteil der HPV-positiven HNSCC findet sich eine Infektion mit
dem high-risk Subtyp 16 (Michaud et al. 2014). Es wird angenommen, dass die Onkoproteine
dieser Viren, insbesondere die Genprodukte von E6 und E7, Gber Veranderungen in der Zellzyk-
lusregulation, der Apoptose und Proliferation zur Kanzerogenese fiihren. E6 flihrt unter anderem
zur Degradation des Tumorsuppressors p53, wodurch HPV-positive HNSCC, in denen p53 meist
in wildtyp-Sequenz vorliegt, funktional trotzdem p53 defizient sind. E7 interferiert, neben zahlrei-
chen weiteren Interaktionen, mit dem Tumorsuppressor Retinoblastom-Protein (pRb) und fuhrt
ebenfalls zu seiner Degradation (Tumban 2019, Pan et al. 2018, Gonzalez et al. 2001).

Patienten mit HPV-positiven OPSCC besitzen eine bessere Prognose als die HPV-negativen,
was mit einem besseren Therapieansprechen auf Radio- und Radiochemotherapie in Verbindung
gebracht wird (Albers et al. 2017, Wagner et al. 2017, Wang et al. 2015). Um dies zu berticksich-
tigen, wurde in der achten Version der TNM-Klassifikation der UICC fir HPV-positive OPSCC
eine eigene Klassifikation eingefiihrt. Fiir den Nachweis einer biologisch aktiven HPV-Infektion
wird dabei der Expressionsstaus des HPV-Surrogatmarkers P16'"Nk4a (p16, auch CDK-Inhibitor
2A) herangezogen (Bonner et al. 2017, Lassen et al. 2009). P16 ist ein Protein der zellulare
Stressantwort, das den Ubergang in die S-Phase reguliert tber Inhibition der Cyclin-abhangigen
Kinase 4/6, welche wiederum das RB-Protein phosphoryliert. Durch die Inaktivierung von RB
durch E7 kommt wiederum zur Uberexpression von p16 in HPV-positiven HNSCC (Rahimi 2020).
Hierbei sei jedoch erwahnt, dass eine p16 Uberexpression kein direkter Nachweis einer HPV-
Infektion ist und die Notwendigkeit direkter Nachweisverfahren wie PCR oder in-situ Hybridisie-
rung Bestandteil offener Diskussionen sind (Augustin et al. 2020).

In der Therapie der HNSCC ist die Radio- oder Radiochemotherapie ein wichtiger Bestandteil,
insbesondere bei inoperablen oder lokal fortgeschrittenen Tumoren. Besteht die Indikation flr
eine simultane Chemotherapie, ist diese meist platinbasiert (Ott et al. 2018). Die Nebenwirkungen
und Spatfolgen der aggressiven, multimodalen Therapie sind erheblich, weshalb eine Uberthera-
pie der Patienten mit guter Prognose vermieden werden muss.

Neben Deeskalationsstrategien, die sich mit einer Verringerung der Strahlendosis bei
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ausgewahlten Patienten befassen, sowie risikoadaptierter adjuvanter Therapie nach einer Induk-

tionschemotherapie oder minimalinvasiver Chirurgie, ist ein weiterer Ansatzpunkt das molekulare

Targeting (Tribius et al. 2011, Rosenberg and Vokes 2021). Aufgrund jedoch nicht abschlielend

geklarter Evidenz bezuglich der Identifizierung der geeigneten Subgruppe und Umsetzung der

Therapiedeeskalation, finden alle genannten Deeskalationsstrategien bisher nur im Rahmen Kili-

nischer Studien statt und konnten noch kein Bestandteil der Leitlinien werden.

Einzig etablierte Zielstruktur in Bezug auf molekulares Targeting ist in diesem Kontext der epider-

mal growth factor receptor (EGFR), mit dem Uberwiegend eingesetzten Cetuximab als monoklo-
naler anti-EGFR-Antikdrper (Adelstein et al. 2019). Allerdings stehen HPV-positive HNSCC auf-
grund ihrer erheblich durch die Onkoproteine EG/E7 getriebenen Onkogenese weniger in einer

Abhangigkeit von aberranten Wachstumsfaktorkaskaden und exprimieren weniger EGFR als
HPV-negative HNSCC (Hong et al. 2010, Markovic and Chung 2012). Tatsachlich zeigte sich die
simultane Gabe von Cetuximab zur Radiotherapie bei lokal fortgeschrittenen HPV-positiven

OPSCC als der Standardtherapie mit Hochdosis-Cisplatin signifikant unterlegen und es konnte
auch keine verringerte Langzeittoxizitat gezeigt werden (RTOG1016, De-ESCALaTE, TROG
12.01) (Gillison et al. 2019, Mehanna et al. 2019). Eine spezifische Ausrichtung des Targetings

auf molekulare Charakteristika der Zielentitat erscheint somit als notwendig, um aus dem wach-

senden Spektrum an Substanzen vielversprechende Ansatze zu identifizieren.

Vorarbeiten, unter anderem des Labors fur Strahlenbiologie des UKE, haben als eine mdgliche

zentrale Schwachstelle HPV-positiver HNSCC eine erhdhte zellulare Strahlensensitivitat basie-

rend auf einer reduzierten DNA-Doppelstrangbruch (DSB)-Reparaturkapazitat gezeigt. Dies ist

zudem assoziiert mit einem ausgepragten und besonders langen G2-Arrest (Rieckmann et al.
2013, Kimple et al. 2013) (Abbildung 1).
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Abbildung 1. Strahlenbiologie HPV-positiver HNSCC Zelllinien (Rieckmann et al. 2013).

0

3
Dose, Gy

6

A A B o > O 0
FFISE FF

— HPV(+) = | e HPV(#) e

% of cells

EmGam
61

o6 06 06 L] 0 & Gy
UT45 93.VU UD-2 UM<4T UPCI-154

HPV(+)

(A) Zellulare Strahlensensibilitat im Koloniebildungsassay fiinf HPV/p16-positiver und finf HPV-negativer
Zelllinien nach Bestrahlung. (B) Nach Bestrahlung (2Gy) zeigt sich eine hohe Anzahl an residuellen DSBs

(24h) in den HPV+ Zelllinien. (C) Bei der Untersuchung des Zellzyklus konnte ein verlangerter strahlenindu-

zierter G2-Arrest festgestellt werden.

Inhibition des strahleninduzierten G2-Arrestes

Nach Bestrahlung sind die Reparatur- und p53 defizienten HPV-positiven HNSCC Zellen auf ei-

nen suffizienten G2-Arrest angewiesen, um DNA-Schaden vor dem Eintritt in die Mitose zu be-

heben. Eine Schlusselrolle spielt dabei die Cyclin-abhangige Kinase 1 (Cdk1), welche im aktiven
Zustand die G2/M-Transition ermdglicht. Die Kinase Cdc25 aktiviert die Cdk1 durch Dephospho-
rylierung inhibitorischer Phosphatgruppen. Wird ein DNA-Schaden u.a. durch die ATR-Kinase
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registriert, aktiviert diese die Checkpointkinase1 (Chk1), welche wiederum Cdc25 inhibiert und
somit den Ubergang in die Mitose stoppt und der Zelle Zeit zur DNA-Reparatur verschafft (van
Harten et al. 2019, Goto et al. 2012) (Abbildung 2).

In Arbeiten von Busch et al. im Labor fir Strahlenbiologie des UKE konnte gezeigt werden, dass
durch Inhibition von Chk1 dieser durch DNA-Schaden vermittelte Zellzyklusarrest unterdriickt
wird (Busch et al. 2013, Busch et al. 2017).

Die Kinase Wee1 inaktiviert Cdk1 durch Phosphorylierung, womit Chk1 und Wee1 negative Re-
gulatoren der G2/M-Transition darstellen. Studien deuten darauf hin, dass Wee1 weiteren Funk-
tionen innen hat, wie zum Beispiel regulatorische Funktionen bei der DNA-Replikation in der S-
Phase, bei der Stabilisierung von Replikationsgabeln, sowie bei der Homologen Rekombination
(Matheson et al. 2016). Unter anderem wurde gezeigt, dass die Inhibition von Wee1, neben einer
Inhibition des G2-Arrestes, durch unkontrolliertes Feuern von Replikationsurspriingen zu Repli-
kationsstress durch Nukleotiddepletion fihrt (Beck et al. 2012, Elbaek et al. 2020).

Da jedoch auch gezeigt wurde, dass die Inhibition von Wee1 zu einer Aktivierung von Chk1 fiihrt,
die der Wee1-Inhibition potentiell entgegenwirkt, wurde von Busch et al. auflerdem eine kombi-
nierte Inhibition beider Targets untersucht, welche bereits bei sehr niedrigen Einzelkonzentratio-
nen eine Radiosensibilisierung bewirkte (Busch et al. 2017). Der synergistische Effekt einer kom-
binierten Wee1 und Chk1 Inhibition ohne Bestrahlung konnte zudem bereits in mehreren Entita-
ten in einer ganzen Reihe von Verodffentlichungen gezeigt werden (Carrassa et al. 2012,
Chaudhuri et al. 2014, Chila et al. 2015, Davies et al. 2011, Guertin et al. 2012, Qi et al. 2014,
Russell et al. 2013, Magnussen et al. 2015, Mak et al. 2015).
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Abbildung 2.

Regulation der G2/M-Transition durch Wee1 und Chk1 tGber den Phosphorylierungsstatus des CDK1/Cyclin
B-Komplex. Adavosertib (AZD1775) und Prexasertib beglinstigen Gber Wee1, bzw. Chk1-Inhibition die un-
phosphorylierte, aktive Form der CDK1 und somit den G2-M-Ubergang.

Die Mitotische Katastrophe ist ein Vorgang, der zur Inaktivierung (Verlust der langfristigen Tei-
lungsfahigkeit), Zelltod oder Seneszenz von Zellen fihrt und die Folge von nicht oder falsch re-
parierten DNA-DSBs und daraus resultierenden letalen Chromosomenaberrationen nach
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genotoxischer Schadigung, zum Beispiel nach Bestrahlung, ist. Zum Teil durchlaufen die Zellen
noch einige Zellteilungen, bevor der Verlust des genetischen Materials aus der aberranten Mitose
zur Inaktivierung bzw. zum Zelltod fuhrt (Galluzzi et al. 2018, Vakifahmetoglu et al. 2008, Koch et
al. 2021). Ob eine Zelle nach der Bestrahlung mit unreparierten DSBs in die Mitose eintritt, hangt
somit stark vom G2-Arrest ab, welcher der Zelle Zeit fiir die Reparatur gibt. Bei zu vielen Schaden
oder zu geringer DSB-Reparatureffizienz ist dieser Zeitgewinn oftmals nicht ausreichend, um die
Zellen vor Inaktivierung/Zelltod zu bewahren. Insbesondere ist zu beachten, dass p53-profiziente
Normalgewebezellen auch in der G1-Phase arretieren kénnen und somit weniger auf den G2-
Arrest angewiesen sind.

Inhibition von PARP1

Ein gut etablierter Ansatz mit den zellularen DNA-Reparaturmechanismen zu interferieren, ist die
Inhibition der Poly(ADP-ribose)-Polymerase1 (PARP1) welche die ADP-Ribosylierung von Chro-
matinproteinen katalysiert. PARP1 ist entscheidend an den Reparaturwegen ,Basenexzisionsre-
peratur (BER)* (Ronson et al. 2018) und ,alternatives Endjoining (altEJ)* (Audebert et al. 2004,
Wang et al. 2019) beteiligt, so dass PARP-Inhibition replikationsabhéangige und unabhangige

DSB beglnstigt. Neben der Inhibition der PARP-abhangigen Reparatur ist ein wichtiger Faktor
das sog. PARP-trapping, die Unfahigkeit sich von geschadigter DNA durch Eigenparylierung wie-
der zu lésen, so dass durch an der Bruchstelle gebundenes PARP zusatzliche Hindernisse fir
Transkription und vor allem Replikation entstehen (Murai et al. 2012, Hopkins et al. 2015).

Es ist zu vermuten, dass die Reparatur-defizienten HPV-positiven HNSCC weniger Méglichkeiten
haben die PARP-Inhibition auszugleichen. Dabei ist zu beachten, dass ionisierende Bestrahlung
neben einigen DSBs auch viele Basen- und Einzelstrangschaden verursacht (Nickson et al.
2017). Weiter sind in Anlehnung an das Prinzip der synthetic lethality insbesondere Zellen mit
einer defizienten Homologen Rekombination (HR) vulnerabel fur eine PARP1-Inhibition (Bryant
et al. 2005) und es gibt Studien, die eine HR-Defizienz fir HPV-positive HNSCC beschreiben
(Dok et al. 2014, Liu et al. 2018).

Im Labor fur Strahlenbiologie des UKE beobachtete Guester et al. nach Olaparib Behandlung
einen verlangerten strahleninduzierten G2-Arrest bei den HPV-positiven Zelllinien, was auf einen
erhdhten Schadenslevel hindeutet. In allen untersuchten (5/5) HPV-positiven Zelllinien konnte
dazu passend eine Radiosensibilisierung durch Olaparib gezeigt werden (Guster et al. 2014).

Die kombinierte Inhibition von PARP und dem intra-S/G2-Zellzykluskontrollpunkt
In der hier vorgestellten Arbeit wurde die kombinierte Inhibition von PARP mit Olaparib und des

intra-S/G2-Zellzykluskontrollpunktes mit klinisch relevanten Substanzen zur Wee1- und Chk1-
Inhibition als Targetingansatz zur effektiven Radiosensibilisierung getestet. Die Rationale ist,
dass die Inhibition der Targets Wee1/Chk1 die Zellen nach Bestrahlung in die Mitotische Kata-
strophe fiihrt, insbesondere nach zusétzlicher Beeintrachtigung der DNA-Reparaturfahigkeit der
HPV-positiven HNSCC Zellen durch PARP-Inhibition. Einen weiteren méglichen Faktor zur Radi-
osensibilisierung kénnte der Replikationsstress infolge der Wee1- und/oder Chk1-Inhibition dar-
stellen. Eine mogliche Verstarkung des Effektes durch PARP-Inhibition ist vorstellbar, war bis
dato aber noch nicht beschrieben. Auf Grund dieser Annahmen ergibt sich ein potentiell
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synergistischer und tumorspezifischer Ansatz zur Radiosensibilisierung der HPV-positiven Tu-
morzellen.

Material und Methoden

Im Folgenden werden die Materialien und Methoden fur die von mir selber durchgeflhrten expe-
rimentellen Arbeiten aufgefuhrt. Fur die weiteren Experimente sind die entsprechenden Informa-
tionen der Veroffentlichung zu entnehmen.

Zellen und Zellkultur

Verwendet wurden die drei HPV-positiven HNSCC Zelllinien UD-SCC-2, UM-SCC-47 und UPCI-
SCC-154. Als Wachstumsmedium verwendet wurde RPMI (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) mit
10% FCS (Biochrom AG, Berlin, Germany) bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchtigkeit.
PARP-Inhibition erfolgte mit Olaparib (MyBiosource, San Diego, CA, USA) in einer Kozentration

von 1 yM. Wee1-Inhibition erfolgte mit Adavosertib (Selleckchem, Houston, TX, USA) in einer
Konzentration von 240 nM und in der kombinierten Wee1/Chk1-Inhibition mit 60 nM Adavosertib
und zusatzlich 1 nM Prexasertib (MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA). Abwei-
chende Konzentrationen in den beiden initialen Experimenten werden im Ergebnissteil entspre-
chend aufgefihrt.

Bestrahlung

Die Bestrahlung erfolgte mit 200 kV Réntgenstrahlung in einer Dosisrate von 1,2 Gy pro Minute
(Gulmay RS225, Gulmay Medical Ltd., Suwanee, GA, USA, 200 kV, 15 mA, 0,8 mm Be und 0,5
mm Cu Filter)

Zellproliferation

4 h nach Aussaat der Zellen in T25er Zellkulturflaschen wurden die Zellen mit den Inhibitoren
behandelt. Nach 5 Tagen wurde die Zellzahl mithilfe eines Coulter Counter (Beckmann-Coulter,
Brea, CA, USA) bestimmt.

Zellzyklusverteilung

Nach dem Ablésen mittels Trypsins wurden die Zellen mit 70%igen Ethanol fixiert und anschlie-
Rend mit einer PBS/0,2%-Triton X-100 gewaschen. Die quantitative Farbung der DNA wurde
durch 30-minUtige Inkubation in 1% BSA/0,2% Triton X-100/1 ug/ml DAPI bei Zimmertemperatur
im Dunkeln erreicht. Nach erneutem Waschen erfolgte die flusszytometrische Messung mit einem
MACSQuant10 und der MACSQuantify Software (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).
Die Auswertung der Zellzyklusverteilung erfolgte mithilfe der ModFit LT Software (Verity Software
House, Tospham, ME, USA).

Quantifizierung des Proteins yH2AX

Zur Zellzyklus-spezifischen Messung der Intensitat des an Serin 139 phosphorylierten Histons
H2AX (=yH2AX) wurde das Durchflusszytometer FACS Canto und die Software FACS Diva
(Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) genutzt. Die mittels Trypsins abgeldsten Zellen
wurden mit PBS/4%Formaldehyd fir 10 Minuten fixiert und mit PBS/1% BSA/0,2% Triton X-100
fir mindestens eine Stunde geblockt und permeabilisiert. Die Inkubation mit dem primaren Maus-
anti-yH2AX Antikérper (clone JBW301, Millipore, Billerica, MA, USA) erfolgte fur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Hiernach wurden die Zellen drei Mal mit PBS/0,5% BSA/ 0,1% Triton X-100
gewaschen und dann eine weitere Stunde mit dem sekundaren Antikérper (anti-Maus Dy-

Light488, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA ) inkubiert und drei weitere Male wie
zuvor beschrieben gewaschen. Die DNA-Farbung erfolgte mit FxCycle FarRed (Molekular
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Probes, Eugene, OR, USA) unter Zugabe von 300 ng/ml RNAse und 0,2% Triton X-100 fir 30
Minuten im Dunkeln.
Koloniebildungsassay

Exponentiell wachsende Zellen wurden zwei Stunden nach der Behandlung mit den Inhibitoren
bestrahlt. Weitere 24 Stunden spater wurden definierte, geringe Zellzahlen in Medium ohne Inhi-
bitor in T25er Zellkulturflaschen zur Koloniebildung ausgeséat. Bei der Zelllinie UM-SCC-47 wurde
die bekannte schlechtere Effizienz bei Aussahen (plating efficiency) durch Zugabe sog. feeder
cells (UM-SCC-47; 20 Gy) bis zu einer Gesamtzellzahl von 5000 unterstiitzt. Bei der Zelllinie
UPCI-SCC-154 wurde jeweils drei Wochen nach der Aussaht das Medium ausgetauscht durch
50% RPMI/10% FBS (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) und 50% Amniomax
C-100/7,5% Amniomax Supplement (Gibco, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
17,5%FBS um das Wachstum zu unterstltzen. Die Zeit zur Koloniebildung variierte zwischen zwei
und vier Wochen, wobei insbesondere die bestrahlten Zellen aufgrund von Wachstumsverzoége-
rungen mehr Zeit zur Koloniebildung bendtigten. Gewertet wurden Kolonien ab 50 Zellen.
Auswertung der Daten

Alle Versuche wurden mindestens drei Mal durchgefihrt, immer mit der vollstdndigen Anzahl an
Dosispunkten sowie Inhibitoransatzen und Kontrollen. Statistische Signifikanz wurde mittels ,two-
tailed Student’s t-test’ getestet. Zur Datenauswertung wurden Exel (Microsoft, Redmond, WA,
USA) und GraphPad Prism 6 (GraphPadSoftware, San Diego, CA, USA) verwendet.

Ergebnisse

Die von mir durchgefiihrten Experimente fir diese Publikation stehen in der zeitlichen Chronolo-
gie der Versuche am Anfang. In der vorgelegten Publikation wurden zudem Daten von den wei-
teren Co-Autoren veréffentlicht und im Gesamtbild interpretiert. Diese werden hier kurz, aber we-
niger detailliert und ohne Abbildungen beschrieben. Die Daten zum Zellzyklusarrestes nach Be-
strahlung (Abbildung 4) wurde gemeinsam von mir und den Co-Autoren erarbeitet.
Untersuchung mdglicher Synergien ohne Bestrahlung

Zunachst wurde der Einfluss einer kombinierten Inhibition von Wee1 und PARP ohne Bestrahlung
auf Proliferation und Zellzyklusverteilung untersucht.

Dafur wurden Konzentrationen des Wee1-Inhibitors Adavosertib (AZD1775) und des PARP-Inhi-
bitors Olaparib gewahlt, welche in vorherigen Arbeiten des Labors moderate Effekte gezeigt hat-
ten, bzw. eine maximale Konzentration von 1 uyM Olaparib, welche eine effektive Unterdriickung
der ADP-Ribosylierung nach H202 Behandlung zeigte (Guster 2014, Busch 2017).

Im Proliferationsassay zeigte sich nach der Einzelbehandlung mit Olaparib oder Adavosertib eine
heterogene Wachstumsinhibition, die bei der kombinierten Inhibition in allen Linien am starksten
ausgepragt war, jedoch ohne einen klaren Hinweis auf eine synergistische Wirkung (Abbildung
3A). Eine Wee1-Inhibition mittels Adavosertib resultierte in einer Zunahme des Anteils der Zellen
in der S/G2-Phase, was auf die Induktion von Replikationsstress hindeutet. Eine Inhibition von
PARP mit Olaparib alleine oder in der Zugabe zu Adavosertib fuhrt hingegen zu keiner verander-
ten Zellzyklusverteilung (Abbildung 3B).
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Abbildung 3. Kombinierten PARP- und Wee1-Inhibition ohne Bestrahlung.

(A) Proliferation. Die Zellen wurden 4h nach der Aussaat mit den Inhibitoren behandelt. Olaparib: 500
nM. Adavosertib: UPCI-SCC-154 60 nM; UD-SCC-2 und UM-SCC-47 120 nM. Nach 5 Tagen wurde die
resultierende Anzahl der Zellen ausgewertet. (B) Zellzyklus. Einen Tag nach der Aussaat wurden die
Inhibitoren zugegeben und nach weiteren 24 h die Zellen fixiert und nach einer DAPI-Farbung mittel flu-
oreszenzbasierter Durchflusszytometrie in Bezug auf die Zellzyklusphasen ausgewertet. Olaparib: 1 yM.
Adavosertib: UD-SCC-2 und UPCI-SCC-154 480 nm; UM-SCC-47 960 nM.

Untersuchung des Zellzyklusarrestes nach Bestrahlung

In der Kombination mit Bestrahlung wurde zuerst die Effektivitat der dualen Inhibition auf die Un-
terdriickung des strahleninduzierten G2-Arrestes untersucht. Aufgrund der Vorarbeiten des La-
bors (Busch 2017) wurde in diesem und den folgenden Versuchen alternativ zu 240 nM Ada-
vosertib auch eine niedrig konzentrierte Kombination aus 60 nM Adavosertib und 1 nM des
Chk1/2-Inhibitors Prexasertib eingesetzt.

Es zeigte sich der zuvor beschriebene ausgepragte G2-Arrest nach Bestrahlung. Stimmig zu den
Ergebnissen von Guester et al. (Guster et al. 2014), nahm der Arrest nach einer der Bestrahlung
vorausgegangenen Behandlung mit Olaparib weiter zu (Ausnahme UPCI-SCC-154 - 6Gy). Bei
Behandlung mit Adavosertib vor der Bestrahlung, reduzierte sich der Anteil der Zellen im G2-
Arrest deutlich, jedoch nicht vollstandig. In der dosisreduzierten Kombination aus Adavosertib
und Prexasertib zeigte sich je nach Zelllinie eine moderate bis deutliche Zunahme von Zellen in
der S-Phase unabhangig von Bestrahlung, die weitere Hinzunahme von Olaparib verstarkte die-
sen Effekt nicht (Abbildung 4).
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Abbildung 4. Bestrahlungsinduzierter G2-Arrest.
Analyse der Verteilung der Zellen im Zellzyklus 24 h nach Bestrahlung (0, 3 und 6 Gy) und Inhibitorbe-
handlung mittels DAPI-Farbung und Durchflusszytometrie. Olaparib: 1 uM; Adavosertib: 240 nM;
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Kombination aus Adavosertib und Prexasertib mit 60 nM und 1 nM. Weitere Versuche, wenn nicht anders
angegeben, ebenfalls mit diesen Inhibitorkonzentrationen.

Untersuchung des Effektes auf den Replikationsstress

Die antitumorale Wirkung von Wee1- und Chk1-Inhibition wird unter anderem auf den resultie-
renden Replikationsstress zurtickgefihrt (Beck et al. 2012, Sgrensen and Syljuasen 2012).

Ein Marker fiir Replikationsstress (sowie auch fir DNA-DSBs) ist die phosphorylierte Form des
Histons 2AX (y-H2AX). Dieses wird unter anderem von den Proteinkinasen ATM und ATR nach
der Detektion eines DNA-Doppelstrangbruchs oder auch einer blockierten Replikationsgabel
phosphoryliert, was effiziente Reparaturkaskaden einleitet (Kinner et al. 2008, Kuo and Yang
2008).

Die Inhibition von Wee1, sowie die kombinierte Inhibition von Wee1 und Chk1, fiihrte zu einer
deutlichen Zunahme des detektierbaren y-H2AX-Signals im Durchflusszytometer, insbesondere
in S-Phase Zellen (detektiert anhand des DNA-Gehaltes), wobei sich Zellen in der spaten S- und
G2-Phase nicht eindeutig unterscheiden lassen. Die alleinige PARP-Inhibition flihrt zu keinem
bzw. in den UD-SCC-2 Zellen zu einem leichten Anstieg der yH2AX-Signalintensitat (Abbildung
5B, siehe auch Supplementary Figure 3A). Auch die Zugabe von Olaparib zu den Inhibitoren des
intra-S/G2-Checkpoints bewirkte keine eindeutige YH2AX Zunahme.

Adavosertib

A DMSO Olaparib Adavosertib O+A + Pruxasertib

O+A+P

FITC (yH2AX)
UM-SCC-47

UM-SCC-47 UPCI-SCC-154

yH2AX high
(% of S/G2 cells)

Abbildung 5. Effekte der PAPR-, sowie der Wee1- und Chk1-Inhibition auf das yH2AX-Level.
Analyse mittels Durchflusszytometrie 24 h nach Inhibitorbehandlung. (A) Gating nach DNA-Gehalt. G1
(griin), S/G2 (blau). Erhéhtes y-H2AX-Level in S/G2-Phase (rot). (B) Anteil der Zellen mit erhéhten
yH2AX-Level in S/G2-Phase.

Radiosensibilisierung im Kolonieassay

In den zuletzt von mir durchgefiihrten Experimenten wurde die Strahlensensibilisierung der HPV-
positiven HNSCC durch die duale Inhibition von PARP und dem intra-S/G2-Zellzykuskontroll-
punkt direkt in Kolonieassays untersucht. Alle drei Zelllinien zeigten nach kombinierter Inhibition
von PARP und dem intra-S/G2-Zellzyklusskontrollpunkt eine besonders ausgepragte Radiosen-
sibilisierung, wahrend alleinige Inhibitorgabe jeweils eine moderate Radiosensibilisierung indu-
zierte (Abbildung 6A, B).

34



ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG DER PUBLIKATION

s
2 1 1
3 |
= o1 i 0.1
= *
£ o001 0.01
2 ; :
g 0.001yp-scc-2 e 0.0011yM-SCC-47 * 0.0014ypPCI-SCC-154 «
L) 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
B ¢
]
©
£
o
1 %, T
z g g el
I s N |
E 0.001yyp-scc-2 0.001 ym-SCC-47 1 0.001{YPC|-SCC-154 3
L 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
dose, Gy
— DMSO Olaparib = Adavosertib (240 nM) = O+A

_ Adavosertib (60 nM)
Prexasertib (1nM)

= = = O+A+P

Abbildung 6. Radiosensibilisierung.

Exponentiell wachsende Zellen wurden am Tag nach der Aussaat mit den Inhibitoren behandelt und zwei
Stunden spater bestrahlt. Weitere 24 h spater wurden die Zellen in Medium ohne Inhibitoren in einer
definierten, niedrigen Zahl ausgesat und bis zur Koloniebildung inkubiert (2-4 Wochen).

Die hier beschriebenen Versuche bildeten die Grundlage der oben dargestellten Publikation. Ins-
besondere die effektive Radiosensibilisierung war ein Schlisselexperiment, da es die Wirksam-
keit der kombinierten Inhibition am besten abbildet. In weiteren Experimenten nach Abschluss
der Versuche zu dieser Dissertation ist die Radiosensibilisierung und die Wirkung der kombinier-
ten Inhibition nochmals weitergehend mechanistisch untersucht worden. Einige der Ergebnisse

werden hier im Folgenden nochmals in aller Kiirze dargestellit.

Versuche der Co-Autoren

DNA-Schadigung durch PARP-Inhibition: Die in der Literatur bereits gut beschriebene Wirkungs-
weise der PARP-Inhibitoren Gber DNA-Schadigung (Bryant et al. 2005, Mateo et al. 2019) wurde

hier fir unsere Zelllinien nochmals anhand eines verstarkten G2-Arrestes und yH2AX im FACS

verifiziert (siehe Supplementary Figure 2).

Strahleninduzierter G2-Arrest: Die Daten zum strahlungsinduzierten G2-Arrest wurden durch den

Nachweis phosphorylierten Histons H3 (Ser10) als Mitosemarker nach kirzerem Zeitintervall er-
ganzt. Eine Behandlung mit Adavosertib alleine oder kombiniert mit Prexasetib unterdriickte den
G2-Arrest teilweise (UD-SCC-2) oder komplett (UM-SCC-47, UPCI-SCC-154). PARP-Inhibition
zeigte keinen bedeutenden Einfluss (siehe Publikation Figure 2 A-C, Supplementary Figure S1)

Replikationsstress: Auch in Bezug auf den Replikationsstress konnten durch weitere Versuche

der Co-Autoren bestatigende Ergebnisse erzielt werden. Replication Protein A (RPA) bindet mit
hoher Affinitat einzelstrangige DNA und schitzt diese. Erhéhte Mengen an Chromatin-gebunde-
nem RPA in der S-Phase sind daher ein noch direkterer Marker flir Replikationsstress als yH2AX.
Vor allem in UD-SCC-2 zeigten die Zellen nach der kombinierten Wee1/Chk1-Inhibition die deut-
lichste Zunahme an RPA, passend zu yH2AX und der Zellzyklusverteilung. PARP-Inhibition hatte
keinen deutlichen Einfluss (siehe Publikation Figure 3 C,D, Supplementary Figure S3B).
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Radiosensibilisierung im Kolonieassay: Die effektive Radiosensibilisierung wurde zuséatzlich be-
statigt durch die Testung weiterer HPV-positiver Zelllinien (UT-SCC-45, 93-VU-147T, UPCI-SCC-

90). Zwei Linien zeigten eine deutliche Radiosensibilisierung und eine Linie eine moderate (siehe

Publikation Figure 5 C, D). Um die These der Tumorspezifitat zu testen, wurden weitere Kolonie-
essays in p53-wildtyp Fibroblasten mit unbeeintrachtigtem G1-Arrest durchgefuhrt. Unter Prolife-
ration zeigten diese eine deutlich geringere Radiosensibilisierung als 5 der 6 HPV-positiven
HNSCC-Zelllinien. In nicht proliferierenden, konfluenten Fibroblastenkulturen war nur eine sehr
geringe Radiosensibilisierung durch PARP-Inhibition feststellbar und kein Effekt durch die Inhibi-
tion des intra-S/G2-Zellzykluskontrollpunkts.

DSB-Reparaturmarker in Abhangigkeit des Zellzyklus: Das p53 Binding Protein 1 (53BP1) wird
bei DNA-Doppelstrangbriichen rekrutiert und eignet sich neben yH2AX als Marker fir nicht repa-
rierte DSBs (Mirza-Aghazadeh-Attari et al. 2019, Marini et al. 2019). Die Bildung nuklearer Foci

wird aber erheblich weniger durch Replikationsstress induziert. Es zeigte sich nach der Auswer-

tung der residualen nuklearen 53BP1-Foci 24 h nach Bestrahlung und kombinierter PARP/Wee1-
Inhibition zusammengefasst keine generelle Zunahme der DSBs, jedoch eine Zunahme der Foci
in der G1-Phase bei Abnahme der Foci in der S/G2-Phase. Dies unterstiitzt die Zellzyklusdaten,
wonach die Zellen nach kombinierter Inhibition mit unreparierten DSBs die G2-Phase verlassen
und die Mitose durchlaufen. Der Anteil der Zellen mit besonders wenigen Foci (< 3) nach Bestrah-
lung, der die grofite Wahrscheinlichkeit auf Langzeitiiberleben hat, lie® sich durch kombinierte
PARP/Wee1-Inhibition verringern. Dieser Effekt zeigte sich in allen Zelllinien in der G1-Phase

(Siehe Publikation Figure 4 und Supplemantary Figure 5).

Einfluss des Replikationsstress: Als letzter Schritt wurden Versuchen durchgefiihrt, um den Ein-

fluss des Replikationsstresses auf die Radiosensibilisierung durch kombinierter PARP/Wee1-In-
hibition, auf die Zellen noch genauer zu beleuchten. Wie bereits zuvor erwahnt, fuhrt die Wee1
und Wee1/Chk1-Inhibition mit und ohne PARP-Inhibition zu Replikationsstress. Als Ursache be-
schrieben ist ein erhdhtes Feuern von Replikationsurspriingen und damit einhergehend ein hoher
Nukleotidverbrauch durch zu viele laufende Replikationsgabeln. Externe Zugabe von Nukleosi-
den kann dieses teilweise kompensieren (Beck 2012, Parsels, 2018). Tatsachlich wurde so eine
tiw. Reduktion des Replikationsstresses, gemessen mittels yH2AX, erreicht (Publikation Figure
6A,B; Supplementary Figure S7A). Bei kombinierter PARP/Wee1-Inhibition konnte, anders als
bei alleiniger Wee1-Inhibition, allerdings kein spezifischer Einfluss des Replikationsstresses
nachgewiesen werden, da die Nukleosidzugabe entweder keinen Effekt hatte oder in der DMSO-
Kontrolle in ahnlichem Mal3e Radioresistenz induzierte. Im Gegensatz dazu wurde unter alleiniger
Wee1-Inhibition in 2 Zelllinien, jedoch nicht in der DMSO-Probe, Radioresistenz erzeugt (siehe

Publikation Figure 6C und Supplementary Figure 7B und 8).

Diskussion
In dem von mir bearbeiteten Teil der Publikation konnte ich die hocheffektive Radiosensibilisie-

rung HPV-positiver HNSCC durch den Ansatz der dualen Inhibition von PARP und dem intra-
S/G2- Zellzykluskontrollpunkt im Zellkulturmodellen zeigen. Ein zentrales Ergebnis war die Radi-

osensibilisierung der Tumorzellen im Koloniebildungsassay. Durch die bessere Prognose der
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Patienten mit HPV-positiven Tumoren gegeniiber den HPV-negativen HNSCC gibt es viele Lang-
zeitlberlebende, fir die neben den akuten auch die spaten und irreversiblen Nebenwirkungen

der Therapie hochrelevant sind.

Durch eine tumorspezifische Radiosensibilisierung ware es denkbar, dass ggf. die Gesamt-Strah-
lendosis reduziert werden kann ohne eine Verschlechterung des Outcomes oder die nebenwir-
kungsreiche konkomitante Chemotherapie mit Cisplatin durch die zielgerichteten Substanzen er-
setzt werden kann. In Bezug auf die Bestrahlungsdosis ist zum Beispiel ein klarer Zusammen-
hang zwischen der Dosis auf die krikopharyngeale Muskulatur, pharyngeale Konstriktoren und
Larynx mit einer chronischen Dysphagie belegt (Mazzola et al. 2014, Mortensen et al. 2013).
Cisplatin kann unter anderen zu dauerhaften Nierenschaden oder einer Minderung des Horver-
mdgens fiihren (Crona et al. 2017, Dasari and Tchounwou 2014).

Es sollte jedoch bedacht werden, dass sowohl Cisplatin, als auch der hier vorgestellte Targe-
tingansatz, Uber Schadigung der DNA Wirkung zeigen und somit bei einer Hinzunahme zur pla-
tinbasierten Radiochemotherapie mit einer Verstarkung der Cisplatinwirkung und Nebenwirkun-
gen zu rechnen ist. Vorstellbar ware jedoch ein sequentielles Schema mit einer platinbasierten
Induktionschemotherapie, um zum einen ein gut ansprechendes Kollektiv fur eine mogliche Dein-
tensivierung zu identifizieren und zum anderen die Fernmetastasierung zu kontrollieren, gefolgt
von einer Radiatio in Kombination mit den molekular zielgerichteten Radiosensitizern. Es muss
natlrlich angemerkt werden, dass auch zielgerichtete Therapien Nebenwirkungen haben und
diese bei mehreren Substanzen in der Kombination schwerer vorhersehbar sind. Die Ergebnisse
mit den p53-profizienten Fibroblasten (Publikation Abbildung 5D und Supplementary Figure S6)
deuten auf eine gewisse Tumorspezifitat hin und zeigen bei einer guten plating efficiency keinen
Hinweis auf eine erhdhte Toxizitat oder Radiosensibilisierung. Es ist jedoch im Allgemeinen eine
besondere Problematik der Radioonkologie, dass wenige klinische Studien zu den Wechselwir-
kungen von neuen Systemtherapien und Bestrahlung vorliegen, da die Substanzen zunachst

meist in Studien ohne simultane Radiatio eingesetzt werden.

Der hier untersuchte Ansatz der dualen Inhibition von PARP und dem intra-S/G2-Zellzykluskon-
trollpunkt stellt nach unseren Daten eine vielversprechende Option zur Radiosensibiliserung dar
mit den vorangehend skizzierten Anwendungsmdglichkeiten. Durch PARP-Inhibition werden zu-
satzliche DNA-Schaden verursacht und weiter durch Wee1/Chk1-Inhibition der Zelle die Zeit zur
Reparatur vor dem Eintritt in die Mitose genommen. Die Induktion von Replikationsstress durch
erhdhten Nukleotidverbrauch scheint nach unseren Daten fir die kombinierte PARP und S/G2-

Arrest-Inhibition keine zentrale Rolle flir die Radiosensibilisierung zu spielen.

Generell stellt duales molekulares Targeting eine vielversprechende und hochinteressante Stra-
tegie zur entitatsspezifischen oder personalisierten Radiosensibilisierung dar. Valide praklinische
Daten der verschiedenen Kombinationen sind eine Voraussetzung, diese erfolgreich in die klini-
sche Anwendung zu bringen. Ein Grofteil der Publikationen zum dualen Targeting bezieht sich
auf die klassischen kinasevermittelten Signaltransduktionswege von EGFR, MAPK oder
PIBK/AKT/mTOR (Hintelmann et al. 2020). Der Vorteil des DNA-Reparatur-Targetings liegt darin,
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dass die direkten und essenziellen Schutzmechanismen der Zellen vor ionisierender Bestrahlung

angegriffen werden.

Die Inhibition von Wee1 durch Adavosertib als hoch effektive Monotherapie (Diab et al. 2020,
Tanaka et al. 2015) und auch die Effektivitat von alleiniger PARP-Inhibition (Guster et al. 2014,
Weaver et al. 2015), sowie durch Inhibition des intra-S/G2 Zellzykluskontrollpunktes (Busch et al.
2013, Busch et al. 2017, Dok et al. 2021, Ziemann et al. 2017, Zeng et al. 2020), konnte mittler-
weile in einer Vielzahl von HPV-positiven HNSCC Zellmodellen gezeigt werden. Die kombinierte
PARP und intra-S/G2-Zellzyklusskontrollpunkt-Inhibition ist zudem fur andere Entitaten und un-
terschiedliche Ansatze des Checkpoint-Targetings untersucht. Ein weiteres gut untersuchtes Tar-
get stellt hierbei das zuvor erwahnte ATR-Protein dar (siehe Abbildung 3) (Guster et al. 2014,
Ahmed et al. 2015, Carruthers et al. 2018, Vance et al. 2011, Ziemann et al. 2017, Karnak et al.
2014, Parsels et al. 2018).

Der PARP-Inhibitor Olaparib wird neben seiner Zulassung durch die EMA in bestimmten Situati-
onen beim Ovarial-, Mamma-, Pankreas- und Prostatakarzinomen im Rahmen von Klinischen
Studien in Kombination mit Bestrahlung angewendet, u.a auch in HNSCC (Monotherapie + RT:
NCT02229656; Kombinationstherapie mit Cetuximab + RT: NCT01758731; Kombinationsthera-
pie mit Cisplatin NCT02308072).

Wee1-Inhibition in Kombination mit Bestrahlung wird ebenfalls zurzeit in klinischen Phase 1 Stu-
dien in HNSCC untersucht (NCT02585973 mit Cisplatin, NCT03028766) (Kong et al. 2020) sowie
Prexasertib bei HNSCC (NCT02555644) (Yang et al. 2021). Die kombinierte Inhibition vom Chk1
und PARP bei lokal fortgeschrittenen soliden Tumoren wird ebenfalls in einer Phase 1 Studie
untersucht (NCT03057145) sowie die kombinierte Inhibition von Wee 1 und PARP in Phase 1
und 2 (NCT04197713, NCT03579316, NCT03330847, NCT02576444, NCT02511795), beide

letztgenannten Kombinationen allerdings bisher nur ohne Bestrahlung.

Die hier gezeigte praklinische Evidenz sowie die weiteren praklinischen und klinischen Daten zu
den eingesetzten Inhibitoren sprechen klar fur in vivo Versuche, um die hier gezeigte hocheffek-
tive Radiosensibilisierung in HPV-positiven HNSCC weiter zu untermauern. Diese wurden daher
vom Labor flir Strahlenbiologie des UKE bereits gestartet (persénliche Kommunikation PD Dr. T.
Rieckmann). So kann der Weg zu weiteren klinischen Untersuchungen geebnet werden, um neue
Therapiestrategien im Rahmen der Deintensivierung dieser klinisch und biologisch distinkten Tu-

morsubgruppen zu erarbeiten.
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Zusammenfassung
HPV-positive HNSCC stellen eine klinisch und biologisch unterscheidbare Subgruppe gegentiber

der HPV-negativen HNSCC dar und zeichnen sich durch eine bessere Prognose, bedingt durch
ein gutes Therapieansprechen insbesondere auf ionisierende Bestrahlung, aus. Als zugrunde
liegender Mechanismus konnte eine eingeschrankte Reparaturkapazitat bei DNA-Doppelstrang-
brichen, einhergehend mit einem ausgepragten G2-Arrest, gezeigt werden. Hieraus ergibt sich
die Rationale, durch eine Inhibition der DNA-Reparatur und der Zellzykluskontrolle durch mole-
kulares Targeting eine Radiosensibilisierung zu erreichen. Getestet wurde der PARP-Inhibitor
Olaparib, sowie die Inhibitoren des intra-S/G2-Checkpoints Adavosertib als Wee1-Inhibitor und
Prexasertib als Chk1-Inhibitor. Die Inhibition des intra-S/G2-Checkpoints konnte den bestrah-
lungsinduzierten G2-Arrest deutlich unterdriicken und fiihrte zu Replikationsstress, detektierbar
durch eine Ansammlung der Zellen in der S-Phase und ein in dieser Zellzyklushase ebenfalls
deutlich erhdéhtes Level an yH2AX, als Marker fir Replikationsstress und DSB. Dieser Effekt
schien durch die Hinzunahme des PARP-Inhibitors nicht beeinflusst, jedoch zeigte sich eine
starke Radiosensibilisierung der HPV-positiven HNSCC durch die Kombination und insgesamt
ein geringer Effekt auf die Normalgewebsfibroblasten. HPV-positive Tumorzellen werden als p53-
defizient angesehen und somit insbesondere abhangig von einem zuverlassigen G2-Arrest. Dies
und die bereits erwahnte eingeschrankte DNA-Reparaturkapazitat tragen zu der Tumorspezifitat
des hier gezeigten Ansatzes bei. Nach kombinierter Inhibition treten die Zellen mit unreparierten
DSB nach Bestrahlung und durch Bedingungen des Replikationsstresses aus der G2-Phase in

die Mitose ein mit einem hohen Risiko fiir den mitotischen Zelltod.

HPV-positive HNSCC can be considered as a clinical and biological distinct entity compared to
the HPV-negative HNSCC, with a favourable prognosis due to a good response, in particular to
ionizing irradiation. A decreased DNA double-strand break repair associated with a pronounced
G2 arrest can be shown in this context. This leads to the rationale of a radiosensitisation through
inhibition of the DNA repair and the intra-S/G2 cell cycle checkpoint with molecular targeting. We
used the PARP inhibitor Olaparib in combination with the inhibitors of the S/G2 cell cycle check-
point, the Wee1 inhibitor Adavosertib and the Chk1 inhibitor Prexasertib. The inhibition of the
intra-S/G2 cell cycle checkpoint resulted in abrogation of the radiation induced G2 arrest and
leads to replication stress, detectable by an accumulation of cells in the S phase and an increased
level of the replication stress and DSB marker yH2AX in this phase of the cell cycle. This was not
affected by the PARP inhibition, but we could show a highly effective radiosensitization of the
HPV-positive HNSCC cells and little effect on normal human fibroblasts, using the combined in-
hibition. HPV-positive tumor cells can be considered p53 deficient and therefore rely on a sound
G2 arrest. This attribute and the mentioned impairment of the DNA repair implicate the tumor
specificity of the presented approach. Combined inhibition of PARP and the intra-S/G2 cell cycle
checkpoint with simultaneous irradiation leads to unrepaired DSB under conditions of severe rep-

lication stress, with cells entering mitosis with a relevant risk for mitotic catastrophe

39



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkilirzungsverzeichnis

ATR Ataxia teleangiectasia and Rad3 related
altNHEJ alternatives nicht-homologes Endjoining
BER Basenexzisionsreparatur

Cdk-1 cyclin dependent kinase 1

Chk1 Checkpointkinase 1

DSB DNA-Doppelstrangbruch

EGFR epidermal growth factor receptor
HNSCC head and neck squamous-cell carcinoma
HPV Humane papilloma Viren

HR Homologe Rekombination

OPSCC oropharyngeal squamous-cell carcinoma
PARP Poly(ADP-ribose)-Polymerase

pRB Retinoblastoma Protein

P16/NK4a /CDK-Inhibitor 2A

Cyclin dependent kinase inhibitor 2A

RPA

Replication Protein A

53BP1

p53 Binding Protein 1
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