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Einleitung 

Maligne Neoplasien des Kopf-Hals-Bereichs umfassen Lokalisationen wie die Mundhöhle und 

Lippen, die Speicheldrüsen, den Nasopharynx sowie Nase und Nasennebenhöhlen, Oropharynx, 

Hypopharynx sowie Larynx. Überwiegend handelt es sich dabei um Plattepithelkarzinome, im 

Englischen head and neck squamous-cell carcinoma, kurz HNSCC. Sie gehören zu den sechst 

häufigsten 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 für die Gruppe der Oropharynxkarzinome (oropharyngeal squamous cell 

carcinomas/ OPSCC) der Tonsillen von Gaumen und Zungengrund, gezeigt werden. Epidemio-

logische Studien zeigen einen Rückgang des Tabakkonsums und der klassischen tabak- und 

alkoholassoziierten HNSCC, wie Mundhöhlen-, 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 befällt. Bei einem Großteil 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, über Veränderungen in der Zellzyk-

lusregulation, der Apoptose und Proliferation zur Kanzerogenese führen. E6 führt 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 führt 

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 berücksich-

tigen, wurde in der achten Version der TNM-Klassifikation der UICC für HPV-positive OPSCC 

eine eigene Klassifikation eingeführt. Für den Nachweis einer biologisch aktiven HPV-Infektion 

wird dabei der Expressionsstaus des HPV-Surrogatmarkers P16INK4a (p16, auch CDK-Inhibitor 

2A) herangezogen (Bonner et al. 2017, Lassen et al. 2009). P16 ist ein Protein der zelluläre 

Stressantwort, das den Übergang in die S-Phase reguliert über Inhibition der Cyclin-abhängigen 

Kinase 4/6, welche wiederum das RB-Protein phosphoryliert. Durch die Inaktivierung von RB 

durch E7 kommt wiederum zur Überexpression von p16 in HPV-positiven HNSCC (Rahimi 2020). 

Hierbei sei jedoch erwähnt, dass eine p16 Überexpression 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 für 

eine simultane Chemotherapie, ist diese meist platinbasiert (Ott et al. 2018). Die Nebenwirkungen 

und Spätfolgen der aggressiven, multimodalen Therapie sind erheblich, weshalb eine Überthera-

pie der Patienten mit guter Prognose vermieden werden muss.  

Neben Deeskalationsstrategien, die sich mit einer Verringerung der Strahlendosis bei 
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ausgewählten 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 abschließend 

geklärter Evidenz bezüglich der Identifizierung der geeigneten Subgruppe und Umsetzung der 

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

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 überwiegend eingesetzten Cetuximab als monoklo-

naler anti-EGFR-Antikörper (Adelstein et al. 2019). Allerdings stehen HPV-positive HNSCC auf-

grund ihrer erheblich durch die Onkoproteine E6/E7 getriebenen Onkogenese weniger in einer 

Abhängigkeit von aberranten Wachstumsfaktorkaskaden und exprimieren weniger EGFR als 

HPV-negative HNSCC (Hong et al. 2010, Markovic and Chung 2012). Tatsächlich 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 Langzeittoxizität 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 Zielentität erscheint somit als notwendig, um aus dem wach-

senden Spektrum an Substanzen vielversprechende Ansätze zu identifizieren.  

Vorarbeiten, unter anderem des Labors für Strahlenbiologie des UKE, haben als eine mögliche 

zentrale Schwachstelle HPV-positiver HNSCC eine erhöhte zelluläre Strahlensensitivität basie-

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

zudem assoziiert mit einem ausgeprägten und besonders langen G2-Arrest (Rieckmann et al. 

2013, Kimple et al. 2013) (Abbildung 1).  

 

Abbildung 1. Strahlenbiologie HPV-positiver HNSCC Zelllinien (Rieckmann et al. 2013). 

(A) Zelluläre Strahlensensibilität im Koloniebildungsassay fünf HPV/p16-positiver und fünf 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 verlängerter 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-Schäden vor dem Eintritt in die Mitose zu be-

heben. Eine Schlüsselrolle spielt dabei die Cyclin-abhängige Kinase 1 (Cdk1), welche im aktiven 

Zustand die G2/M-Transition ermöglicht. Die Kinase Cdc25 aktiviert die Cdk1 durch Dephospho-

rylierung inhibitorischer Phosphatgruppen. Wird ein DNA-Schaden u.a. durch die ATR-Kinase 

A B C 



 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG DER PUBLIKATION 

29 

registriert, aktiviert diese die Checkpointkinase1 (Chk1), welche wiederum Cdc25 inhibiert und 

somit den Übergang 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 für Strahlenbiologie des UKE konnte gezeigt werden, dass 

durch Inhibition von Chk1 dieser durch DNA-Schäden vermittelte Zellzyklusarrest unterdrückt 

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 Replikationsursprüngen zu Repli-

kationsstress durch Nukleotiddepletion führt (Beck et al. 2012, Elbæk et al. 2020).  

Da jedoch auch gezeigt wurde, dass die Inhibition von Wee1 zu einer Aktivierung von Chk1 führt, 

die der Wee1-Inhibition potentiell entgegenwirkt, wurde von Busch et al. außerdem 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 Entitä-

ten in einer ganzen Reihe von Veröffentlichungen 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).  

 

Abbildung 2. 

Regulation der G2/M-Transition durch Wee1 und Chk1 über den Phosphorylierungsstatus des CDK1/Cyclin 

B-Komplex. Adavosertib (AZD1775) und Prexasertib begünstigen über Wee1, bzw. Chk1-Inhibition die un-

phosphorylierte, aktive Form der CDK1 und somit den G2-M-Übergang. 

 

Die Mitotische Katastrophe ist ein Vorgang, der zur Inaktivierung (Verlust der langfristigen Tei-

lungsfähigkeit), Zelltod oder Seneszenz von Zellen führt und die Folge von nicht oder falsch re-

parierten DNA-DSBs und daraus resultierenden letalen Chromosomenaberrationen nach 
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genotoxischer Schädigung, 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 führt (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, hängt 

somit stark vom G2-Arrest ab, welcher der Zelle Zeit für die Reparatur gibt. Bei zu vielen Schäden 

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 können und somit weniger auf den G2-

Arrest angewiesen sind. 

 

Inhibition von PARP1 

Ein gut etablierter Ansatz mit den zellulären 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 replikationsabhängige und unabhängige 

DSB begünstigt. Neben der Inhibition der PARP-abhängigen Reparatur ist ein wichtiger Faktor 

das sog. PARP-trapping, die Unfähigkeit sich von geschädigter DNA durch Eigenparylierung wie-

der zu lösen, so dass durch an der Bruchstelle gebundenes PARP zusätzliche Hindernisse für 

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 Möglichkeiten 

haben die PARP-Inhibition auszugleichen. Dabei ist zu beachten, dass ionisierende Bestrahlung 

neben einigen DSBs auch viele Basen- und Einzelstrangschäden verursacht (Nickson et al. 

2017). Weiter sind in Anlehnung an das Prinzip der synthetic lethality insbesondere Zellen mit 

einer defizienten Homologen Rekombination (HR) vulnerabel für eine PARP1-Inhibition (Bryant 

et al. 2005) und es gibt Studien, die eine HR-Defizienz für HPV-positive HNSCC beschreiben 

(Dok et al. 2014, Liu et al. 2018). 

 

Im Labor für Strahlenbiologie des UKE beobachtete Guester et al. nach Olaparib Behandlung 

einen verlängerten strahleninduzierten G2-Arrest bei den HPV-positiven Zelllinien, was auf einen 

erhöhten 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 führt, insbesondere nach zusätzlicher Beeinträchtigung der DNA-Reparaturfähigkeit der 

HPV-positiven HNSCC Zellen durch PARP-Inhibition. Einen weiteren möglichen Faktor zur Radi-

osensibilisierung könnte der Replikationsstress infolge der Wee1- und/oder Chk1-Inhibition dar-

stellen. Eine mögliche Verstärkung 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 für die von mir selber durchgeführten expe-

rimentellen Arbeiten aufgeführt. Für die weiteren Experimente sind die entsprechenden Informa-

tionen der Veröffentlichung 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 µM. 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 zusätzlich 1 nM Prexasertib (MedChemExpress, Monmouth Junction, NJ, USA). Abwei-

chende Konzentrationen in den beiden initialen Experimenten werden im Ergebnissteil entspre-

chend aufgeführt. 

Bestrahlung 

Die Bestrahlung erfolgte mit 200 kV Röntgenstrahlung 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 Ablösen mittels Trypsins wurden die Zellen mit 70%igen Ethanol fixiert und anschlie-

ßend mit einer PBS/0,2%-Triton X-100 gewaschen. Die quantitative Färbung der DNA wurde 

durch 30-minütige Inkubation in 1% BSA/0,2% Triton X-100/1 µg/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 H2AX  

Zur Zellzyklus-spezifischen Messung der Intensität des an Serin 139 phosphorylierten Histons 

H2AX (=H2AX) wurde das Durchflusszytometer FACS Canto und die Software FACS Diva 

(Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) genutzt. Die mittels Trypsins abgelösten Zellen 

wurden mit PBS/4%Formaldehyd für 10 Minuten fixiert und mit PBS/1% BSA/0,2% Triton X-100 

für mindestens eine Stunde geblockt und permeabilisiert. Die Inkubation mit dem primären Maus-

anti-H2AX Antikörper (clone JBW301, Millipore, Billerica, MA, USA) erfolgte für 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 sekundären Antikörper (anti-Maus Dy-

Light488, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA ) inkubiert und drei weitere Male wie 

zuvor beschrieben gewaschen. Die DNA-Färbung erfolgte mit FxCycle FarRed (Molekular 



 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG DER PUBLIKATION 

32 

Probes, Eugene, OR, USA) unter Zugabe von 300 ng/ml RNAse und 0,2% Triton X-100 für 30 

Minuten im Dunkeln.  

Koloniebildungsassay 

Exponentiell wachsende Zellen wurden zwei Stunden nach der Behandlung mit den Inhibitoren 

bestrahlt. Weitere 24 Stunden später wurden definierte, geringe Zellzahlen in Medium ohne Inhi-

bitor in T25er Zellkulturflaschen zur Koloniebildung ausgesät. Bei der Zelllinie UM-SCC-47 wurde 

die bekannte schlechtere Effizienz bei Aussähen (plating efficiency) durch Zugabe sog. feeder 

cells (UM-SCC-47; 20 Gy) bis zu einer Gesamtzellzahl von 5000 unterstützt. 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) 

/7,5%FBS um das Wachstum zu unterstützen. Die Zeit zur Koloniebildung variierte zwischen zwei 

und vier Wochen, wobei insbesondere die bestrahlten Zellen aufgrund von Wachstumsverzöge-

rungen mehr Zeit zur Koloniebildung benötigten. Gewertet wurden Kolonien ab 50 Zellen.  

Auswertung der Daten 

Alle Versuche wurden mindestens drei Mal durchgeführt, immer mit der vollständigen Anzahl an 

Dosispunkten sowie Inhibitoransätzen 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 durchgeführten Experimente für 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 veröffentlicht 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 möglicher Synergien ohne Bestrahlung 

Zunächst wurde der Einfluss einer kombinierten Inhibition von Wee1 und PARP ohne Bestrahlung 

auf Proliferation und Zellzyklusverteilung untersucht.  

Dafür wurden Konzentrationen des Wee1-Inhibitors Adavosertib (AZD1775) und des PARP-Inhi-

bitors Olaparib gewählt, welche in vorherigen Arbeiten des Labors moderate Effekte gezeigt hat-

ten, bzw. eine maximale Konzentration von 1 µM Olaparib, welche eine effektive Unterdrückung 

der ADP-Ribosylierung nach H2O2 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 stärksten 

ausgeprägt 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 führt hingegen zu keiner veränder-

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-Färbung mittel flu-

oreszenzbasierter Durchflusszytometrie in Bezug auf die Zellzyklusphasen ausgewertet. Olaparib: 1 µM. 

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 Effektivität der dualen Inhibition auf die Un-

terdrückung 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 ausgeprägte 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 vollständig. In der dosisreduzierten Kombination aus Adavosertib 

und Prexasertib zeigte sich je nach Zelllinie eine moderate bis deutliche Zunahme von Zellen in 

der S-Phase unabhängig von Bestrahlung, die weitere Hinzunahme von Olaparib verstärkte die-

sen Effekt nicht (Abbildung 4). 

 

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-Färbung und Durchflusszytometrie. Olaparib: 1 µM; 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 zurückgeführt (Beck et al. 2012, Sørensen and Syljuåsen 2012).   

Ein Marker für Replikationsstress (sowie auch für DNA-DSBs) ist die phosphorylierte Form des 

Histons 2AX (-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, führte zu einer 

deutlichen Zunahme des detektierbaren -H2AX-Signals im Durchflusszytometer, insbesondere 

in S-Phase Zellen (detektiert anhand des DNA-Gehaltes), wobei sich Zellen in der späten S- und 

G2-Phase nicht eindeutig unterscheiden lassen. Die alleinige PARP-Inhibition führt zu keinem 

bzw. in den UD-SCC-2 Zellen zu einem leichten Anstieg der H2AX-Signalintensität (Abbildung 

5B, siehe auch Supplementary Figure 3A). Auch die Zugabe von Olaparib zu den Inhibitoren des 

intra-S/G2-Checkpoints bewirkte keine eindeutige H2AX Zunahme. 

 

Abbildung 5. Effekte der PAPR-, sowie der Wee1- und Chk1-Inhibition auf das H2AX-Level. 

Analyse mittels Durchflusszytometrie 24 h nach Inhibitorbehandlung. (A) Gating nach DNA-Gehalt. G1 

(grün), S/G2 (blau). Erhöhtes -H2AX-Level in S/G2-Phase (rot). (B) Anteil der Zellen mit erhöhten 

H2AX-Level in S/G2-Phase. 

Radiosensibilisierung im Kolonieassay 

In den zuletzt von mir durchgeführten 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 ausgeprägte Radiosen-

sibilisierung, während alleinige Inhibitorgabe jeweils eine moderate Radiosensibilisierung indu-

zierte (Abbildung 6A, B). 
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Abbildung 6. Radiosensibilisierung. 

Exponentiell wachsende Zellen wurden am Tag nach der Aussaat mit den Inhibitoren behandelt und zwei 

Stunden später bestrahlt. Weitere 24 h später wurden die Zellen in Medium ohne Inhibitoren in einer 

definierten, niedrigen Zahl ausgesät 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 Schlüsselexperiment, 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 Kürze dargestellt. 

Versuche der Co-Autoren 

DNA-Schädigung durch PARP-Inhibition: Die in der Literatur bereits gut beschriebene Wirkungs-

weise der PARP-Inhibitoren über DNA-Schädigung (Bryant et al. 2005, Mateo et al. 2019) wurde 

hier für unsere Zelllinien nochmals anhand eines verstärkten G2-Arrestes und H2AX 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 kürzerem Zeitintervall er-

gänzt. Eine Behandlung mit Adavosertib alleine oder kombiniert mit Prexasetib unterdrückte 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 bestätigende Ergebnisse erzielt werden. Replication Protein A (RPA) bindet mit 

hoher Affinität einzelsträngige DNA und schützt diese. Erhöhte Mengen an Chromatin-gebunde-

nem RPA in der S-Phase sind daher ein noch direkterer Marker für Replikationsstress als γH2AX. 

Vor allem in UD-SCC-2 zeigten die Zellen nach der kombinierten Wee1/Chk1-Inhibition die deut-

lichste Zunahme an RPA, passend zu γH2AX 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 zusätzlich be-

stätigt 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 Tumorspezifität zu testen, wurden weitere Kolonie-

essays in p53-wildtyp Fibroblasten mit unbeeinträchtigtem G1-Arrest durchgeführt. 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 Abhängigkeit des Zellzyklus: Das p53 Binding Protein 1 (53BP1) wird 

bei DNA-Doppelstrangbrüchen rekrutiert und eignet sich neben γH2AX als Marker für nicht repa-

rierte DSBs (Mirza-Aghazadeh-Attari et al. 2019, Marini et al. 2019). Die Bildung nukleärer Foci 

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

tung der residualen nukleären 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 unterstützt 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 größte Wahrscheinlichkeit auf Langzeitüberleben hat, ließ 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 durchgeführt, 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 erwähnt, führt die Wee1 

und Wee1/Chk1-Inhibition mit und ohne PARP-Inhibition zu Replikationsstress. Als Ursache be-

schrieben ist ein erhöhtes Feuern von Replikationsursprüngen und damit einhergehend ein hoher 

Nukleotidverbrauch durch zu viele laufende Replikationsgabeln. Externe Zugabe von Nukleosi-

den kann dieses teilweise kompensieren (Beck 2012, Parsels, 2018). Tatsächlich wurde so eine 

tlw. Reduktion des Replikationsstresses, gemessen mittels γH2AX, 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 ähnlichem Maße 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 gegenüber den HPV-negativen HNSCC gibt es viele Lang-

zeitüberlebende, für die neben den akuten auch die späten und irreversiblen Nebenwirkungen 

der Therapie hochrelevant sind.  

Durch eine tumorspezifische Radiosensibilisierung wäre 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 Nierenschäden oder einer Minderung des Hörver-

mögens führen (Crona et al. 2017, Dasari and Tchounwou 2014). 

Es sollte jedoch bedacht werden, dass sowohl Cisplatin, als auch der hier vorgestellte Targe-

tingansatz, über Schädigung der DNA Wirkung zeigen und somit bei einer Hinzunahme zur pla-

tinbasierten Radiochemotherapie mit einer Verstärkung der Cisplatinwirkung und Nebenwirkun-

gen zu rechnen ist. Vorstellbar wäre jedoch ein sequentielles Schema mit einer platinbasierten 

Induktionschemotherapie, um zum einen ein gut ansprechendes Kollektiv für eine mögliche Dein-

tensivierung zu identifizieren und zum anderen die Fernmetastasierung zu kontrollieren, gefolgt 

von einer Radiatio in Kombination mit den molekular zielgerichteten Radiosensitizern. Es muss 

natürlich 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 Tumorspezifität hin und zeigen bei einer guten plating efficiency keinen 

Hinweis auf eine erhöhte Toxizität 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 zunächst 

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 Anwendungsmöglichkeiten. Durch PARP-Inhibition werden zu-

sätzliche DNA-Schäden 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 

erhöhten Nukleotidverbrauch scheint nach unseren Daten für die kombinierte PARP und S/G2-

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

Generell stellt duales molekulares Targeting eine vielversprechende und hochinteressante Stra-

tegie zur entitätsspezifischen oder personalisierten Radiosensibilisierung dar. Valide präklinische 

Daten der verschiedenen Kombinationen sind eine Voraussetzung, diese erfolgreich in die klini-

sche Anwendung zu bringen. Ein Großteil der Publikationen zum dualen Targeting bezieht sich 

auf die klassischen kinasevermittelten Signaltransduktionswege von EGFR, MAPK oder 

PI3K/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 Effektivität 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 für andere Entitäten und un-

terschiedliche Ansätze des Checkpoint-Targetings untersucht. Ein weiteres gut untersuchtes Tar-

get stellt hierbei das zuvor erwähnte 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 präklinische Evidenz sowie die weiteren präklinischen und klinischen Daten zu 

den eingesetzten Inhibitoren sprechen klar für in vivo Versuche, um die hier gezeigte hocheffek-

tive Radiosensibilisierung in HPV-positiven HNSCC weiter zu untermauern. Diese wurden daher 

vom Labor für Strahlenbiologie des UKE bereits gestartet (persönliche 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 gegenüber 

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 eingeschränkte Reparaturkapazität bei DNA-Doppelstrang-

brüchen, einhergehend mit einem ausgeprägten 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 unterdrücken und führte zu Replikationsstress, detektierbar 

durch eine Ansammlung der Zellen in der S-Phase und ein in dieser Zellzyklushase ebenfalls 

deutlich erhöhtes Level an H2AX, als Marker für 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 abhängig von einem zuverlässigen G2-Arrest. Dies 

und die bereits erwähnte eingeschränkte DNA-Reparaturkapazität tragen zu der Tumorspezifität 

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 für 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 H2AX 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 
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Abkürzungsverzeichnis 

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 

P16INK4a /CDK-Inhibitor 2A Cyclin dependent kinase inhibitor 2A 

RPA Replication Protein A 

53BP1 p53 Binding Protein 1 
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Erklärung des Eigenanteils 
Die hier vorgestellten und in der Publikation veröffentlichen experimentellen Arbeiten wurden in 

einem umfassenden Projekt im Labor für Strahlentherapie & Experimentelle Radioonkologie des 

Universitätsklinikums Hamburg Eppendorf erarbeitet. Die von mir durchgeführte experimentelle 

Arbeit steht in der zeitlichen Chronologie am Anfang. Aufgrund der vielversprechenden Daten 

wurde sich dazu entschlossen, das Projekt fortzuführen und es wurden weitere Versuche durch 

die Co-Autoren durchgeführt um die genannten Hypothesen zu stützen. 

Von mir durchgeführt wurden die experimentellen Arbeiten zu möglichen Synergien der Inhibito-

ren ohne Bestrahlung. Diese sind in der Publikation zu finden unter Figure 1A und B. Außerdem 

habe ich gemeinsam mit den Co-Autoren die Versuche zum Zellzyklusarrestes nach Bestrahlung 

durchgeführt, welche in der Publikation in der Figure 2D dargestellt werden. Weiter habe ich die 

Ergebnisse den Replikationsstress betreffend erarbeitet, welche in der Publikation unter Figure 3 

A und B zusammengefasst sind. Die Koloniebildungsassays, zu denen die Ergebnisse in der 

Publikation in der Figure 5A und B zu finden sind habe ich ebenfalls durchgeführt. 

Meinen Anteil umfasste bei den Versuchen die Planung, die Durchführung, die Auswertung sowie 

die Interpretation der Ergebnisse. Die Daten aus den von mir durchgeführten Experimenten wur-

den von mir außerdem in einem Vortrage auf 27. Symposium "Experimentelle Strahlentherapie 

und Klinische Strahlenbiologie" vorgestellt. Außerdem war ich unterstützend tätig bei der Verfas-

sung des Manuskriptes durch die Letztautoren mit einem besonderen Augenmerk auf die Ab-

schnitte die von mir durchgeführten Arbeiten betreffend.  
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