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Zusammenfassung

Der Einsatz ionisierender Strahlung ist wesentlicher Bestandteil der kurativen Therapie so-
lider Tumore. Die letale Wirkung auf Tumorzellen basiert insbesondere auf der Induktion
von DNA-Doppelstrangbriichen. Dabei ist die Schonung des umliegenden Normalgewebes
eine der groffiten Herausforderungen der Strahlentherapie und héufig kommt es zu starken,
teilweise irreversiblen Nebenwirkungen. Oft wird die Bestrahlung zudem noch mit einer
Chemotherapie kombiniert, was die Toxizitdt der Behandlung weiter erh6ht. Daher ist die
Suche nach alternativen zielgerichteten Therapien das Thema aktueller Forschung in der
Radioonkologie.

Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereiches (Head and neck squamous cell carci-
nomas, HNSCC) sind eine genetisch komplexe, heterogene Gruppe bosartiger Erkrankungen
und weltweit die siebthdufigste Krebsart. Neben jahrelangem starken Tabak- und Alkohol-
konsum ist die Infektion mit Hochrisikostdmmen des Humanen Papillomvirus (HPV) ein
weiterer wichtiger onkogener Faktor. Die Strahlentherapie ist auch bei der Behandlung von
HNSCC ein zentrales Element der multimodalen Therapie. Aufgrund der im Kopf-Hals-
Bereich vorhanden Risikoorgane wie z. B. der Speicheldriisen und Schluckmuskulatur, stellt
die Bestrahlungsplanung jedoch eine besondere Herausforderung dar und Patient:innen mit
Tumoren im Kopf-Hals-Bereich leiden hiufig lebenslang unter den irreversiblen Nebenwir-
kungen der Bestrahlung. Beziiglich des Ansprechens auf die Strahlentherapie haben sich
HPV-positive Tumore als besonders empfindlich erwiesen und diese Patient:innen besitzen
eine dementsprechend gute Prognose. Die Mechanismen hinter der erhéhten Strahlenemp-
findlichkeit sind noch nicht vollstindig geklart, allerdings wurde fiir HPV-positive Tumo-
re bereits auf zelluldrer Ebene eine erhohte Strahlenempfindlichkeit, basierend auf einem
Defekt in der Doppelstrangbruchreparatur, nachgewiesen. Wahrend das wichtigste Ziel fiir
Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC eine sichere Deintensivierung der Behandlung ist,
besteht das Ziel fiir Patient:innen mit HPV-negativen Tumoren in einer Verbesserung des
Uberlebens. Vorarbeiten aus dem Labor fiir Strahlenbiologie zeigen zudem, dass sowohl die
Inhibition der DNA-Reparatur als auch die Inhibition des Go-Zellzyklus-Kontrollpunktes
HNSCC-Zelllinien radiosensibilisieren kann. Die Inhibition des Enzyms PARP durch Ola-
parib fithrt zu zusétzlichen Schéden in der S- und Go-Phase; die Inhibition der Kinase
Weel durch Adavosertib zur Hemmung der Zellzyklus-Kontrollpunkte, was zu einem vor-
zeitigen Eintritt in die Mitose trotz bestehender Doppelstrangbriiche, sowie zur Induktion
von massivem Replikationsstress fithrt. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden
Dissertation die kombinierte Inhibition von PARP und Weel an drei strahlenempfindlichen
HPV-positiven (UD-SCC-2, UM-SCC-47, UPCI-SCC-154) und drei radioresistenten HPV-
negativen (HSC4, SAS, UT-SCC-60A) Zelllinien untersucht, um die strahlentherapeutische
Behandlung von Patient:innen mit HNSCC zu verbessern. Die Inhibition von Weel fiihrte
in den HPV-positiven Zellen zu einer effektiven Aufthebung des Go-Arrestes, in den HPV-
negativen Linien war der Arrest sowie seine Inhibition nur schwach ausgeprigt. Die alleinige
Inhibition von PARP sowie die Zugabe von Olaparib zu Adavosertib hatten wenig Ein-
fluss auf den Go-Arrest. In den HPV-negativen Zellen wurde bei letzterem die Reduktion
des Arrestes sogar vermindert. Eine Analyse des Replikationsstressmarkers YH2AX in der



Durchflusszytometrie zeigte sowohl in HPV-positiven als auch in HPV-negativen Zelllini-
en einen starken Anstieg der YH2AX-Signalintensitdt in S- und Go-Phase-Zellen nach der
Inhibition von Weel und PARP/Weel. Bereits eine Einzelgabe der Inhibitoren radiosensibi-
lisierte HPV-positive und HPV-negative Zelllinien im delayed-plating Koloniebildungstest,
die wirksamste Radiosensibilisierung war allerdings bei dualer Inhibition erkennbar. Die
Auszdhlung residueller strahleninduzierter 53BP1 Reparaturfoci, als Marker fiir Doppel-
strangbriiche in der Immunfluoreszenz, konnte zeigen, dass die Inhibition von PARP/Weel
in den HPV-negativen Zellen zu einer erhohten Focizahl fiihrte, wohingegen die Anzahl der
Reparaturfoci in den HPV-positiven Zellen nicht anstieg. Allerdings zeigte sich hier eine
Abnahme der Foci in der Go-Phase und eine Zunahme der Focizahl in der Gi-Phase. Dies
deutet darauf hin, dass die Zellen trotz nicht-reparierter Doppelstrangbriiche die Mitose
durchschreiten, was mit einem besonderen Risiko letaler Chromosomenaberrationen und
des mitotischen Zelltodes verbunden ist. Von besonderer Bedeutung fiir das Zelliiberleben
ist, dass sich in allen verwendeten HNSCC-Zelllinien die Anzahl der nur gering geschidig-
ten Zellen, welche die grofite Uberlebenswahrscheinlichkeit besitzen, nach dualer Inhibition
verringerte.

Im Rahmen dieser Dissertation wird dargestellt, dass die duale Inhibition von PARP und
Weel ein hochwirksamer Ansatz zur Radiosensibilisierung von HNSCC-Zelllinien ist. Zwar
zeigten sich im Detail Unterschiede zwischen HPV-positiven und HPV-negativen HNSCC-
Zelllinien, dennoch sollte dieser Ansatz beziiglich seines therapeutischen Nutzens weiter-
gehend untersucht werden. Eine Radiosensibilisierung von HNSCC konnte die Effektivitét
der Strahlentherapie bei gleichzeitiger Reduktion der strahleninduzierten Nebenwirkungen
ermoglichen.



Summary

The use of ionizing radiation is an essential component of curative therapy for solid tumors.
The lethal effect on tumor cells is based on the induction of DNA double-strand breaks.
One of the greatest challenges of radiation therapy is the protection of the surrounding nor-
mal tissue, which frequently leads to severe, sometimes irreversible side effects. Moreover,
radiation is often combined with chemotherapy, which further increases the toxicity of the
treatment. Therefore, the search for alternative targeted therapies is the topic of current
research in radiation oncology.

Head and neck squamous cell carcinomas (HNSCC) are a genetically complex, heteroge-
neous group of malignancies and the seventh most common cancer worldwide. In addition
to years of heavy tobacco and alcohol use, infection with high risk strains of the human
papillomavirus (HPV) is another important oncogenic driver. Radiation therapy is also a
key element of multimodality therapy in the treatment of HNSCC. However, due to the
presence of organs at risk in the head and neck region, such as e.g. salivary glands and
swallowing muscles, radiation treatment planning is particularly challenging and patients
with tumors in the head and neck region often suffer lifelong irreversible side effects from
radiation. In terms of response to radiotherapy, HPV-positive tumors have been shown to
be particularly sensitive and these patients have a correspondingly good prognosis. The
mechanisms behind the increased radiosensitivity are not yet fully understood. However, in-
creased radiosensitivity has already been demonstrated for HPV-positive tumors on cellular
level, based on a defect in double-strand break repair. While the most important goal for
patients with HPV-positive HNSCC is to safely deintensify treatment, the goal for patients
with HPV-negative tumors is to improve survival. Preliminary work from the Laboratory
for Radiobiology also shows that both inhibition of DNA repair and inhibition of the Go-
cell-cycle-checkpoint can radiosensitize HNSCC cell lines. Inhibition of the enzyme PARP
by Olaparib leads to additional damage in S- and Ge-phase; inhibition of the kinase Weel by
Adavosertib to inhibition of cell-cycle-checkpoints, resulting in premature entry into mitosis
despite existing double-strand breaks, as well as induction of massive replication stress. In
this context, this thesis investigated the combined inhibition of PARP and Weel in three
radiosensitive HPV-positive (UD-SCC-2, UM-SCC-47, UPCI-SCC-154) and three radioresi-
stant HPV-negative (HSC4, SAS, UT-SCC-60A) cell lines to improve the radiotherapeutic
treatment of patients with HNSCC. Inhibition of Weel effectively abrogated the Ge-arrest
in HPV-positive cells while the arrest as well as its inhibition was weak in HPV-negative
lines. Inhibition of PARP alone as well as the addition of Olaparib to Adavosertib had little
effect on Go-arrest. In the HPV-negative cells, the reduction in arrest was actually diminis-
hed in the latter. Flow cytometry analysis of the replication stress marker yYH2AX showed a
strong increase in YH2AX signal intensity in S- and Ge-phase cells after inhibition of Weel
and PARP/Weel in both HPV-positive and HPV-negative cell lines. Even single doses
of the inhibitors radiosensitized HPV-positive and HPV-negative cell lines in the delayed-
plating colony formation assay, but the most effective radiosensitization was evident with
dual inhibition. Enumeration of residual radiation-induced 53BP1 repair foci, as markers of
double-strand breaks in immunofluorescence, demonstrated that inhibition of PARP/Weel



in HPV-negative cells resulted in an increased foci number, whereas the number of repair
foci did not increase in HPV-positive cells. However, these showed a decrease in foci number
in Go-phase cells and an increase in Gi-phase cells. This indicates that cells undergo mitosis
despite unrepaired double-strand breaks, which is associated with a particular risk of lethal
chromosomal aberrations and mitotic cell death. Of particular importance for cell survival
is the number of only slightly damaged cells, which have the highest probability of survival.
This number decreased in all HNSCC cell lines used after dual inhibition.

This thesis presents that the dual inhibition of PARP and Weel is a highly effective approach
for radiosensitization of HNSCC cell lines. Although differences between HPV-positive and
HPV-negative cell lines were shown in detail, this approach should be further investigated
regarding its therapeutic benefit. Radiosensitization of HNSCC could improve the effec-
tiveness of radiotherapy while reducing radiation-induced side effects.
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1 Einleitung

Patient:innen mit Tumoren im Kopf-Hals-Bereich leiden héufig unter den irreversiblen Ne-
benwirkungen der Strahlentherapie. Aufgrund der in diesem Bereich vorhandenen Risiko-
organe stellt die Bestrahlungsplanung eine besondere Herausforderung dar. Um die Ne-
benwirkungen der Strahlentherapie zu reduzieren, werden neben einer weiteren Optimie-
rung der Bestrahlungspldne auch strahlenbiologische Methoden zur Deintensivierung der
Therapie untersucht. Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Radiosensibilisie-
rung verschiedener Kopf-Hals-Tumorzelllinien mittels medikamentdéser Inhibition der DNA-
Schadensantwort. Um die Ergebnisse moglichst verstdandlich darstellen zu kénnen, werden
in dieser Einleitung die physikalischen und biologischen Grundlagen erldutert. Begonnen
wird mit einer Beschreibung der physikalischen Wechselwirkungen ionisierender Strahlung
(Abschnitt [1.1)), anschlieBend folgt eine Einfithrung in den Energieiibertrag ionisierender
Strahlung auf Materie (Abschnitt , bevor auf die biologischen Wechselwirkungen ionisie-
render Strahlung eingegangen wird (Abschnitt [1.3]). In Abschnitt [1.4] werden die Grundlagen
der zelluldren Schadensantwort und die wichtigsten Reparaturwege in menschlichen Zellen
beschreiben. Den Abschluss der Einleitung bilden eine Einfithrung in die Ursachen und Ri-
sikofaktoren von Kopf-Hals-Tumoren sowie deren Behandlungsmoglichkeiten und aktuelle
Ansétze zur Deintensivierung der Therapie (Abschnitt .

1.1 Physikalische Wechselwirkungen ionisierender Strahlung

Der Einsatz ionisierender Strahlung ist ein elementarer Bestandteil der Therapie von soli-
den Tumoren. Das Ziel der Strahlentherapie ist dabei die Schidigung der Tumorzellen bei
bestmoglicher Schonung des umliegenden Normalgewebes. Generell wird bei der Wechsel-
wirkung von ionisierender Strahlung mit Materie zwischen direkt und indirekt ionisierender
Strahlung unterschieden. In diesem Abschnitt soll auf beide Strahlungsarten und ihre Wech-
selwirkungen mit Materie eingegangen werden. Auch wenn es sich bei der in der klinischen
Strahlentherapie eingesetzten Photonenstrahlung um indirekt ionisierende Strahlung han-
delt, kommt es hierbei zur Entstehung von direkt ionisierenden Sekundérelektronen [1].
Auch bei Protonen oder Schwerionen handelt es sich um direkt ionisierende Strahlung. Die-
se werden in einigen Kliniken auch in der Strahlentherapie eingesetzt, jedoch ist diese Art
der Therapie mit hohem Aufwand und Kosten verbunden.

Um dem Leser ein grundlegendes Verstandnis fiir die Vorgédnge zu vermitteln, die den Er-
folg der Strahlentherapie erméglichen, wird mit den physikalischen Grundlagen ionisierender
Strahlung begonnen.

1.1.1 Direkt ionisierende Strahlung

Bei der direkt ionisierenden Strahlung handelt es sich um geladene Teilchen, die auf direktem
Weg mit der Materie wechselwirken und diese ionisieren. Dies konnen Elektronen, Protonen
oder Mehrnukleonen-Systeme wie z. B. a-Teilchen sein. Die Wechselwirkung der geladenen
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1 Einleitung

Teilchen mit der Materie beruht auf der Coulomb-Wechselwirkung (Fc):

1 27 -e?

Fe 5 (1.1)

C4d-m-g r

wobei z und Z die Ladungszahlen der Stopartner sind und r den Abstand zwischen den
Ladungen beschreibt |1} [2]. Die Wechselwirkungen geladener Teilchen mit Materie finden
vorwiegend im elektrischen Feld der Hiillenelektronen statt. Bei ausreichender Energie der
Teilchen kann es aber auch zu Wechselwirkungen im Coulomb-Feld der Kerne kommen [1].
Bei ihrem Weg durch die Materie interagieren die Partikel in vielfdltiger Weise, wobei es
zu Richtungsinderungen und zur Energietibertragung auf das Medium oder auf Photonen
kommt [3]. Der Energieverlust von geladenen Teilchen in Materie wird tiber das Bremsver-
mogen charakterisiert. Dieses beschreibt den Energieverlust (dE) geladener Teilchen pro
Wegstrecke (dz) und wird in der Regel in MeV /cm angegeben. Das totale Bremsverméogen
(stopping power, Siot) setzt sich additiv aus dem Stobremsvermogen (collision stopping
power, Sc¢o1) und dem Strahlungsbremsvermogen (radiation stopping power, Saq) zusam-
men [1].

Stot = _(iﬂ)tot = Scol + Srad (12)

x

Das StoBbremsvermogen (Sco) beschreibt die Wechselwirkung mit den Hiillenelektronen,
wéhrend das Strahlungsbremsvermogen (S;,q) die Wechselwirkung mit dem Feld des Atom-
kerns beschreibt. Die Definition von Stofi- und Strahlungsbremsvermégen erfolgt jeweils
analog zum totalen Bremsvermogen:

dF dFE
Secol = _(ﬁ)col Srad = _(a)rad

Héufig wird in der Literatur auch das Massenstobremsvermégen (Siot/p) angegeben. In-
dem das Bremsvermégen durch die Dichte p des Absorbers geteilt wird, flielen bereits die
Materialeigenschaften der Materie in diesen Wert ein [3]. Uber die Definition des Brems-
vermogens ist es moglich, die Reichweite der Teilchen im Absorber zu berechnen. Da der
Energieverlust der Teilchen in der Regel iiber eine Vielzahl von Wechselwirkungen erfolgt,
wird die Berechnung der Reichweite {iber das Bremsvermogen als continuous slowing down
approximation (Rcspa) bezeichnet [1]. Diese Reichweite ist abhéngig von der Energie so-
wie von Masse und Ladung der Teilchen und wird berechnet, indem iiber das reziproke
Bremsvermégen von der initialen kinetischen Energie des geladenen Teilchens (Egg) bis
zum Endpunkt 0 integriert wird [3| [4]:

0 dE
Eyo Stot

Rcspa = (1.3)

Die Rggpa ist nicht mit der Eindringtiefe zu verwechseln, sondern beschreibt die mittlere,
im Medium zuriickgelegte Wegstrecke. Besonders bei leichten Teilchen kann es deutliche
Abweichungen zwischen der Eindringtiefe und Rogpa geben, da die Teilchen im Medium
keine gerade Strecke zuriicklegen, sondern sich auf einer ,Zick-Zack“-férmigen Bahn bewe-
gen. Schwere Teilchen hingegen werden weniger stark abgelenkt, sodass es moglich ist, ihre
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Eindringtiefe mittels Rcspa zu approximieren [3]. Direkt ionisierende Strahlung deponiert
einen Grofiteil ihrer Energie am Ende der Wegstrecke. Dieses Absorptionsmaximum wird als
Bragg-Peak bezeichnet und erméglicht es in der Strahlentherapie, einen Grofiteil der Dosis
im Tumor zu platzieren und das umgebende Normalgewebe zu schonen. Dieser Vorteil wird
z.B. bei der Bestrahlung mit Protonen oder Schwerionen genutzt [1].

1.1.2 Indirekt ionisierende Strahlung

Bei indirekt ionisierender Strahlung wird zwischen Photonen- und Neutronenstrahlung un-
terschieden [1]. Die Photonenstrahlung, die in der Medizin standardméBig in Therapie und
Diagnostik eingesetzt wird, ist auch Hauptbestandteil dieser Arbeit, weshalb sich die nach-
folgenden Erlduterungen ebenfalls nur auf diese beziehen. Der Wechselwirkungsprozess in-
direkt ionisierender Strahlung in Materie findet in zwei Stufen statt [1]:

(1) Uber die Prozesse klassische Streuung, Photoeffekt, Comptoneffekt, Paarbildung und
Kernphotoeffekt kommt es zur Entstehung geladener Sekundérteilchen. Die Wahr-
scheinlichkeit fiir diese Prozesse ist abhéngig von der Energie der Photonenstrahlung

(Ey) und der Ordnungszahl des Absorbers (7).

(2) Es folgt eine direkte Wechselwirkung der im ersten Schritt entstandenen geladenen
Sekundérteilchen mit der Materie.

Bei der Einstrahlung von indirekt ionisierender Photonenstrahlung kommt es aufgrund der
Wechselwirkungen zwischen Photonen und Materie zur Schwichung der Photonenstrahlung.
Die Absorption von Strahlung in Materie kann mit Hilfe des Lambert-Beerschen-Gesetzes
beschrieben werden:

Iy=1I-e " (1.4)

Dabei ist x die Materialdicke in cm und Iy die Intensitédt der einfallenden Strahlung. Der
Schwachungskoeffizient p setzt sich aus den Wechselwirkungskoeffizienten der fiinf Wech-
selwirkungseffekte zusammen: Photoeffekt (7), Compton-Streuung (o), Paarbildung (),
kohérente Streuung (k) und Kernphotoeffekt (x) [1} 2].

W=T4+0c+Kk+0k+X (1.5)

Im Weiteren soll nur auf die wichtigsten Effekte fiir Photonenstrahlung mit Energien von
10keV bis 50 MeV, wie sie in der Klinik eingesetzt wird, eingegangen werden. Es handelt
sich dabei um den Photoeffekt (7), die Compton-Streuung (o) und die Paarbildung (x). Die
Wahrscheinlichkeiten fiir diese Wechselwirkungsarten sind in Abbildung (1| in Abhéngigkeit
von der Photonenenergie und der Ordnungszahl Z dargestellt.

Photoeffekt

Der Wechselwirkungsprozess des Photoeffekts tritt bei Energien von 1keV bis 150 keV auf,
das Photon gibt dabei seine gesamte Energie an ein Hiillenelektron ab und wird absor-
biert [4].
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Abb. 1: Wahrscheinlichkeiten der Wechselwirkungseffekte von Photonenstrah-
lung in Materie. Dargestellt sind die Wechselwirkungswahrscheinlichkeiten in
Abhéangigkeit von der Photonenenergie und der Ordnungszahl (7). Die mittlere
effektive Ordnungszahl fiir Weichteilgewebe liegt bei 7 und ist in der Abbildung als
blau gestrichelte Linie eingezeichnet. Bei geringen Energien dominiert der Photo-
effekt (7), wihrend die Compton-Streuung (o) iiber den gesamten Energiebereich
von Bedeutung ist. Die Paarbildung (x) dominiert erst bei sehr hohen Photonen-
energien und hohen Ordnungszahlen. Die Abbildung ist modifiziert nach .

Damit dies moglich ist, muss die Energie des Photons grofier sein als die Bindungsenergie
(Ep) des Hiillenelektrons: h-v > Epg. Dabei ist h das Plancksche Wirkungsquantum und
v die Frequenz des Photons. Das aus der Hiille herausgeloste Elektron verldsst das Atom
anschliefend mit der kinetischen Energie Ej;, = h - v - Ep. Bei Emission des Elektrons
entsteht ein Elektronenloch in der Elektronenhiille, welches direkt von einem Elektron aus
den &ufleren Schalen aufgefiillt wird. Die Frequenz der dabei emittierten Photonenstrah-
lung ist charakteristisch fiir die Energiedifferenz der beteiligten Elektronenzusténde . Der
Photoeffekt (7) weist eine Abhédngigkeit von der Dichte (p), der Ordnungszahl der Materie
(Z) und der Photonenenergie (E.) auf [1]:

anl
TN (Ey > 511keV) (1.6)
Ey
anl
TP (Ey > 511keV) (1.7)
gl

Hierbei hat n fiir leichte Elemente einen Wert von ungefdhr 4.5, wahrend sich der Wert
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fiir schwere Elemente etwa 4 annéhert [1]. Aufgrund der geringen effektiven Ordnungszahl
biologischen Gewebes (Z = 7), dominiert der Photoeffekt nur bei geringen Photonenenergien
von etwa 10keV bis 26keV, wie sie z. B. in der Rontgendiagnostik vorkommen [4]. Bei
Energien, die deutlich iiber der Ruheenergie von Elektronen (E, > 511keV) liegen, nimmt
die Wahrscheinlichkeit des Photoeffekts mit steigender Energie langsamer ab (vgl. Verlauf
in Abbildung. Die Winkelverteilung der emittierten Photonen ist energieabhéingig, sodass
die Photonen bei hoheren Energien fast ausschliefilich in Vorwértsrichtung emittiert werden.

Comptoneffekt

Der Comptoneffekt tritt bei allen Photonenenergien auf und beschreibt die inelastische
Streuung eines Photons an einem schwach gebundenen Elektron. Er stellt insbesondere im
Energiebereich von 26 keV bis 25 MeV und bei niedrigen Ordnungszahlen die dominierende
Wechselwirkung dar und spielt somit in der Strahlentherapie eine wichtige Rolle [4].

Die Beschreibung des Comptoneffekts erfolgt im Teilchenbild. Ein Photon mit der Ener-
gie E,o und dem Impuls p,o trifft auf ein schwach gebundenes und sich in Ruhe be-
findendes Hiillenelektron. Bei diesem Stofl iibertrégt das Photon einen Teil seiner Ener-
gie und seines Impulses auf das Elektron und wird gestreut [1]. Das Elektron verlasst
die Elektronenhiille mit der Energie Ey;, und dem Impuls p,. Das Atom wird ionisiert
und das Photon fliegt nun mit verdndertem Impuls p., und verringerter Energie E., wei-
ter. Dabei gilt: £,y = E, — Eyj,. Der Compton-Wechselwirkungskoeffizient o. setzt sich
aus dem Compton-Streukoeffizienten (ogrey), fir die inkohérente Photonenstreuung, und
dem Compton-Transferkoeffizienten (o, ), der die auf das Elektron iibertragene Energie be-
schreibt, zusammen.

Oc = Ostreu + Otr (18)
1
vy

Der Comptoneffekt weist eine lineare Abhéngigkeit von der Dichte p des Absorbermaterials
auf, ist jedoch kaum von der Ordnungszahl Z abhangig |1, [3]. Die Abhéngigkeit von der
Energie der einfallenden Photonenstrahlung E, ldsst sich nicht einheitlich beschreiben, der
Wert fiir n liegt bei ungefédhr 0.5 bis 1 und kann aus Tabellen entnommen werden [1].

Paarbildung

Der Effekt der Paarbildung tritt erst bei Photonenenergien von mehr als 1.022 MeV auf.
Dies entspricht mehr als der doppelten Ruheenergie eines Elektrons: E, > 2-m, - c?. Dabei
ist me die Ruhemasse des Elektrons und ¢ die Lichtgeschwindigkeit. Bei der Paarbildung
wird das Photon in Kernndhe absorbiert und es entsteht ein Elektron-Positron-Paar mit
einer Ruheenergie von jeweils 511 keV [5]. Die Differenz von Photonenenergie und doppelter
Ruhemasse (£, —2-me -c?) steht Elektron und Positron als kinetische Energie zur Verfiigung.
Fiir den Wechselwirkungskoeffizienten der Paarbildung (k) gilt [1]:

kK~ p-Z-log(Ey) (1.10)

Die Wahrscheinlichkeit der Paarbildung steigt linear mit der Ordnungszahl Z und dem
Logarithmus der Photonenenergie E, an.
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1.2 Energieiibertrag ionisierender Strahlung auf Materie

Die bisherigen Beschreibungen der Wechselwirkungen ionisierender Strahlung mit Materie
erlauben keine Abschéitzung der auf das Material iibertragenen Energie. Eine Moglichkeit,
die Verdnderung des bestrahlten Materials durch den Energieiibertrag zu bestimmen, ist es,
die Tonisation zu messen. Die Ionisation (I) beschreibt die pro Wegstrecke (dx) erzeugten
Ionenpaare (d@). Haufig wird in diesem Zusammenhang auch die Ionisierungsdichte (Qx)
verwendet, bei der die Ionenpaare pro Volumenelement (dV') betrachtet werden [1].
dQ d@
=% @=av
Indem die Tonisationsdichte der Strahlung tiber die Energieabgabe (dE) pro Wegstrecke (dx)
beschrieben wird, folgt daraus die Definition des linearen Energietransfers (linear energy
transfer, LET). Dieser beschreibt die mittlere Energieabgabe pro Wegstrecke:

LET = (%)A (1.12)

(1.11)

Im Unterschied zum Stoflbremsvermogen werden bei der Definition des LET nur Teilchen
mit einer Energie kleiner A beriicksichtigt, da nur diese Teilchen ihre Energie in der Um-
gebung der Teilchenspur abgeben. Der LET beschreibt somit nur die lokale Energicabgabe
und Energieabsorption. Aus diesem Grund ist der LET in der Regel geringer als das Stof-
bremsvermogen (St ), ndhert sich aber fiir A — oo diesem an [1]. In der Literatur wird fur
den LET héufig mit der Einheit keV /pm gearbeitet.

Bei der linearen Energieiibertragung durch die Sekundérteilchen auf den Absorber ist beson-
ders in biologischem Gewebe die rdumliche Verteilung der Energieabgabe von Bedeutung.
Mehrere Einzelstrangbriiche (SSB) innerhalb eines bestimmten Volumens fithren zur Ent-
stehung von Doppelstrangbriichen (DSB), welche fiir die Zelle schwieriger zu reparieren
sind. Das Muster der DNA-Schéadigung ist zudem auch von der Strahlungsart abhéingig. Bei
Elektronen und Photonen handelt es es sich um locker ionisierende Strahlung mit einem
niedrigen LET, wohingegen a-Teilchen und Schwerionen einen hohen LET aufweisen [3].
Weitere Informationen zu Strahlenschiden sowie deren Reparatur finden sich in Abschnitt

1.2.1 Der Begriff der Dosis

Die Dosis wird genutzt, um die im Gewebe absorbierte Energie zu quantifizieren [6]. Da-
bei unterscheiden sich die im Strahlenschutz und der Literatur verwendeten Dosisgrofien je
nach Anwendungsgebiet. Da eine detaillierte Beschreibung der in der Dosimetrie verwende-
ten Messgrofien den Rahmen dieser Arbeit iiberschreitet, soll in diesem Abschnitt nur kurz
auf jene Dosisgroflen eingegangen werden, die im Rahmen der Strahlentherapie und zum
Verstidndnis der vorliegenden Arbeit notwendig sind.

Die zuvor beschriebenen Messgrofien, wie die Ionisationsdichte und der LET, beschreiben
ausschliellich physikalische Wechselwirkungen. Dabei werden die Materialeigenschaften der
bestrahlten Materie nicht mit einbezogen, welche fiir die Dosisbestimmung jedoch von Be-
deutung sind. Die grundlegende Definition der (Energie-)Dosis erfolgt {iber mittlere Energie
(dE), die auf die Masse (dm) iibertragen wird [7]:

_aE

= (1.13)
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Bei der Wechselwirkung ionisierender Strahlung mit Materie spielen stochastische Prozesse
eine wichtige Rolle. Um messbare Grofien zu erhalten, wird in der Dosimetrie in der Regel
mit Mittelwerten gerechnet. So wird fiir die Dosisbestimmung beispielsweise nicht die Ener-
gie E, sondern die mittlere Energie E genutzt |8]. Die SI-Einheit der Dosis ist J/kg, jedoch
wird haufig mit der Sondereinheit Gy gearbeitet [7], 8].

Ein weiterer wichtiger Begriff im Feld der Dosismessgrofien ist die KERMA. Es handelt sich
dabei um ein Kunstwort aus der Beschreibung Kinetic Energy Released per unit Mass. Die
KERMA beschreibt die von indirekt ionisierender Strahlung im ersten Wechselwirkungs-
schritt auf Sekundarteilchen in Materie iibertragene Energie Et;ans.

dEtrans o }dEkin

KERMA = dm p dv

(1.14)

Analog zur Dosis wird fir die KERMA die Einheit Gy verwendet |1, |7]. Allerdings ermoglicht
die KERMA keine Dosisbestimmung, da die Energie der Sekundérteilchen auch auflerhalb
des betrachteten Volumens deponiert werden kann.

Die rdumliche Verteilung der Energieabgabe ionisierender Strahlung hat Einfluss darauf, ob
die Zellen in der Lage sind alle Schédigungen fehlerfrei zu reparieren. Um die Strahlenwir-
kung in biologischem Gewebe abschétzen zu koénnen, ist es daher notwendig, die relative
biologische Wirksamkeit (RBW) in die Dosisberechnung einzubeziehen. Diese ist abhén-
gig von LET, Dosis und dem zeitlichen Muster der Bestrahlung und wird experimentell
bestimmt |1} |7]. Die Beschreibung der RBW erfolgt iiber den dimensionslosen Strahlungs-
Wichtungsfaktor (wg). Fiir Rontgenstrahlung mit 250 keV betrdagt wr = 1. Die Hinzunahme
des Strahlungs-Wichtungsfaktor wp erméglicht es, aus der Dosis D, die Aquivalentdosis H
zu berechnen. Die Aquivalentdosis beschreibt somit die Dosis unter Beriicksichtigung der
biologischen Wirkung;:

H=) wg-Drr (1.15)
R

Wie auch die Dosis D, hat die Aquivalentdosis H die Einheit J/kg. Um sie von der (Energie-
)Dosis und der KERMA zu unterscheiden, wird die Einheit Sievert (Sv) verwendet [1]. Da
nicht nur die Eigenschaften der ionisierenden Strahlung, sondern auch die Eigenschaften des
bestrahlten Gewebes Einfluss auf die Dosis haben, wird die effektive Dosis E als zusétzliche
Dosismessgrofle definiert. Zur Bestimmung der effektiven Dosis F ist ein weiterer dimensi-
onsloser Wichtungsfaktor (wr) notwendig, der die Eigenschaften des bestrahlten Gewebes
beriicksichtigt und als organabhéngiger Wichtungsfaktor bezeichnet wird. Die effektive Dosis
E berechnet sich iiber die Aufsummierung der Aquivalentdosis H aller bestrahlten Gewebe
und Organe |7, §]:

E:ZwT-ZwR-DT,R:ZwT-HT (116)
T R T

Wie auch die Aquivalentdosis wird die effektive Dosis in Sv angegeben. Sie ermdglicht die
Berechnung der Dosis unter Einbeziehung der der Gewebeeigenschaften und der Expositi-
onssituation.
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1.2.2 Dosis-Wirkungs-Beziehungen

Dosis-Effekt- bzw. Dosis-Wirkungskurven werden genutzt, um die biologische Strahlenwir-
kung in Abhéngigkeit von der Dosis zu beschreiben. Sie finden daher im Strahlenschutz ihren
Einsatz, um Strahlenschdden abzuschétzen und bestmoéglich zu vermeiden. Im Strahlen-
schutz wird zwischen deterministischen und stochastischen Strahlenschiden unterschieden,
welche jeweils einen anderen Verlauf in der Dosis-Wirkungskurve zeigen. Bei den deter-
ministischen Strahlenschéden handelt es sich um Gewebeschiddigungen, wie beispielsweise
Hautroétungen oder Verbrennungen. Diese Schédigungen weisen eine Dosisabhéngigkeit auf
und lassen sich iiber eine Dosis-Effekt-Kurve mit sigmoidalen Verlauf beschreiben. Dies be-
deutet, dass es eine Schwellendosis und einen Sattigungsbereich gibt. Die Schwellendosis ist
von den Eigenschaften des Gewebes und den Expositionsbedingungen abhéngig. Es ist davon
auszugehen, dass bei geringen Dosen, die kleiner als die Schwellendosis sind, keine determi-
nistischen Strahlenschéden zu erwarten sind [1]. Fiir stochastische Strahlenschéden existiert
keine Dosisschwelle. Mit steigender Dosis nimmt zwar die Wahrscheinlichkeit fiir Schaden
(z. B. Mutationen, Krebs) zu, allerdings ist die Schwere der Schidden nicht von der Dosis
abhéngig [7]. Bei sehr hohen Dosen kommt es wieder zu einem Abfall der Kurve, da hier die
deterministischen Effekte tiberwiegen |1]. Die Unterteilung in stochastische und determinis-
tische Strahlenschiden ist auf Zellebene wenig zielfithrend. Dosis-Wirkungskurven werden
hingegen auch auf Zellebene eingesetzt, um die Auswirkungen ionisierender Strahlung zu
beurteilen. In der experimentellen Strahlenbiologie und insbesondere in der vorliegenden
Arbeit, sind Uberlebenskurven von besonderer Bedeutung. Dabei wird das Zelliiberleben
logarithmisch in Abhéngigkeit von der Strahlendosis aufgetragen [1, |9]. Der genaue Verlauf
der Uberlebenskurven ist von intrinsischen Faktoren des bestrahlten Gewebes abhingig,
aber auch Strahlungsart und Fraktionierung spielen eine Rolle.

1.2.3 Mathematische Beschreibung von Uberlebenskurven

Um das Zelliiberleben nach Bestrahlung mathematisch zu beschreiben, findet hiufig das
linear-quadratische Modell (linear quadratic model, LQM) Anwendung. Das LQM beschreibt
das Zelliiberleben bzw. die Uberlebensrate (surviving fraction, SF) nach Bestrahlung mit
der Dosis D |1, |10} |11]:

SF = exp —(aD + SD?) (1.17)

Beim LQM handelt es sich um ein stark vereinfachtes Modell, jedoch erméglicht die Re-
duktion auf die lineare Komponente o und die quadratische Komponente 3 eine breite An-
wendung in der strahlenbiologischen Forschung. Das LQM basiert auf der Poisson-Statistik,
die genutzt wird, wenn eine grofle Anzahl zufélliger Ereignisse auf eine grofle Anzahl von
Objekten (z.B. Zellen) treffen. Das Zelliiberleben kann dann iiber die Anzahl nicht tédlicher
Ereignisse abgeschétzt werden.

P(0) =exp— < N > (1.18)

Jede einzelne Zelle ist demnach einer Anzahl todlicher Interaktionen <N> ausgesetzt. Beim
linearen Anteil o des LQM (Gleichung [1.17)) handelt es sich um single-hit-kills, die erste
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Interaktion ist also bereits tédlich. Diese Schédigungen treten unabhéngig von der Fraktio-
nierung und der Dosisrate auf und kénnen von der Zelle nicht oder nur fehlerhaft repariert
werden. Fiir den linearen Anteil « gilt demnach:
d<N>
dD
Dabei ist Ng die Anzahl toter Zellen zum Zeitpunkt Null. Der quadratische Anteil 5 be-
schreibt die potenziell zu reparierenden Schéaden, die abhéngig von Fraktionierung und Do-
sisrate sind. Dies sind die two-hit-kills, bei denen nicht jedes FEreignis zum Zelltod fiihrt.
Fiir den quadratischen Anteil 3 in Gleichung bei dem zwei Ereignisse fiir den Zelltod
notwendig sind, gilt dementsprechend:

—a <N >=—-aD+ Ny (1.19)

d< N>
—qp = AP <N >=—-D?+ Ny (1.20)
Unter der Annahme Ny = Null ergibt sich aus Gleichung und Gleichung
<N >=-aD - BD? (1.21)

Unter Beriicksichtigung der Poisson-Statistik (Formel folgt daraus die Formel
des LQM, welche die Berechnung des Zelliiberlebens nach Bestrahlung erméglicht [10-12].
In Abbildung [2| A ist die Uberlebensrate (surviving fraction, SF) fiir verschiedene Werte
von « und [ dargestellt. Unter der Bedingung a > [ zeigt sich eine fast lineare Abnahme
der Uberlebensrate in Abhingigkeit von der Dosis. Fast jede Schidigung, die durch die
ionisierende Strahlung verursacht wird, fiihrt zum Zelltod. Unter der Bedingung 8 > «,
bildet sich in der Uberlebenskurve eine Schulter aus.

(A) (B)
1.0 4~ 1.0
aD
2 @ pD?
o o
(2] (2]
é 0.1 g
3 @ 0.1
3 3
D D
D(a=p)
Dosis Dosis

Abb. 2: Das linear-quadratische Modell (LQM). Dargestellt ist die Uberlebensrate SF'
in Abhéngigkeit von der Strahlendosis D fiir verschiedene Werte von « und g im
LQM. (A): Gezeigt ist der Kurvenverlauf fiir verschiedene Werte von e und 5. Unter
der Bedingung « > 3, zeigt sich im LQM ein fast linearer Kurvenverlauf. Bei einer
Zunahme des quadratischen Anteils § wird eine Schulter in der Uberlebenskurve
sichtbar. (B): Darstellung des Dosispunktes fiir den gilt D(a=f). Bei dieser Dosis
haben der lineare und der quadratische Anteil des linear-quadratischen Modells den
gleichen Einfluss auf die Uberlebensrate. Die Abbildungen sind angelehnt an [1].
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Diese entsteht durch subletale Schidden; bei diesen handelt es sich um Schéden, welche von
der Zelle potenziell repariert werden kénnen. Der Dosiswert D(« = ), bei dem der Einfluss
der linearen und der quadratischen Komponente auf das Zelliiberleben gleich groff sind, wird
tiber das Verhaltnis /5 beschrieben (s. Abbildung [2| B). Dieser Wert ist ein Ma$ fiir die
Reparatureigenschaften des bestrahlten Gewebes. Friih reagierende Gewebe, wie z. B. die
Haut oder die Lunge, haben einen «/8-Wert von 6 Gy bis 30 Gy, hier iiberwiegt die lineare
Komponente. Spét reagierendes Gewebe hat einen o/ 3-Wert von 1 Gy bis 6 Gy, der Einfluss
der quadratischen Komponente iiberwiegt und das Gewebe weist eine hohe Reparaturfihig-
keit auf [9]. In den Uberlebenskurven ist fiir dieses Gewebe eine ausgepriigte Schulter zu
erkennen. Auch zwischen den verschiedenen Tumor-Entitédten gibt es starke Schwankungen
des «a/fB-Wertes. Nasopharynxkarzinome z. B. haben einen «/3-Wert von 16 Gy, wihrend
maligne Melanome einen Wert von 0.6 Gy aufweisen. Diese Differenzen kénnen zum Teil
auch das unterschiedliche Ansprechen der Tumore auf die Strahlentherapie erkléren.

Das LQM ist zwar eine stark vereinfachte Beschreibung des Zelliiberlebens, zur Abschét-
zung der Strahlenwirkung jedoch héufig ausreichend. Besonders im Bereich von hoch-LET-
Strahlung und bei sehr niedrigen oder sehr hohen Dosen zeigen sich allerdings die Schwichen
des LQM. Daher gibt es in der Literatur eine Vielzahl weiterer Modelle, die in einigen Si-
tuationen bessere Ergebnisse liefern kénnen [11].

1.2.4 Fraktionierung der Bestrahlung

In der klinischen Strahlentherapie ist es iiblich, die Gesamtdosis nicht in einer einzelnen
Sitzung zu geben, sondern auf mehrere Einzeldosen aufzuteilen. Dieses Vorgehen wird als
fraktionierte Bestrahlung bezeichnet und hat den Vorteil, dass die verbesserte Reparaturka-
pazitdt des Normalgewebes ausgenutzt werden kann. Durch diesen Effekt wird der Einsatz
der Strahlentherapie erst moglich, da Tumorzellen zerstort werden, wiahrend das Normal-
gewebe in den Bestrahlungspausen regenerieren kann. In den Uberlebenskurven des Nor-
malgewebes ist bei der fraktionierten Bestrahlung nach jeder Dosisgabe eine Schulter zu
erkennen [9]. Zusétzlich kommt es zwischen den Bestrahlungen zu einer Reoxygenierung der
hypoxischen Tumorbereiche, was zu einer erhohten Strahlenempfindlichkeit wahrend der
nichsten Bestrahlung fithrt. Das LQM kann erweitert werden, um Verdnderungen in den
Uberlebenskurven nach fraktionierter Bestrahlung zu beschreiben.

SF = exp[—n(ad + 3d*)]
SF = exp[—D(a + 8d)] (1.22)

Dabei ist d die Dosis je Fraktion und n die Anzahl der Fraktionen und es gilt: D = n-d [10].
Es ist zu beachten, dass zeitliche Faktoren (z. B. Bestrahlungsdauer, Absténde zwischen den
Bestrahlungen) in Formel nicht beriicksichtigt werden, diese aber ebenfalls Einfluss auf
das Zelliiberleben haben.

In der Klinik erfolgt die Bestrahlung in der Regel an 5 Tagen die Woche mit jeweils 1.8 Gy
bis 2.2 Gy iiber einen Zeitraum von 4-7 Wochen, was als konventionelle Fraktionierung be-
zeichnet wird. Somit ergibt sich in der fraktionierten Bestrahlung eine Gesamtdosis, die
in der Regel hoher ist als die maximal mogliche Dosis einer Einzelbestrahlung [9]. Zusétz-
lich zur konventionellen Fraktionierung finden in der Strahlentherapie auch die hyper- und
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hypofraktionierte Bestrahlung sowie die akzelerierte Bestrahlung Anwendung. Bei der hy-
perfraktionierten Bestrahlung wird pro Fraktion mit einer geringeren Dosis bestrahlt, dafiir
mehrmals tdglich. Diese Art der Bestrahlung ermdéglicht eine héhere Gesamtdosis bei einer
Reduktion der Spatnebenwirkungen. Allerdings stellt die Tatsache, dass die Bestrahlung
mehrmals téglich stattfindet, die Patient:innen und die Klinik vor Herausforderungen. Bei
der hypofraktionierten Bestrahlung werden weniger Einzeldosen mit héher Dosis eingesetzt.
Diese Methode findet z. B. bei Kindern oder in der Palliativimedizin Verwendung [9].

1.3 Biologische Wechselwirkungen ionisierender Strahlung

In den vorherigen Abschnitten wurde bereits auf die Wechselwirkungen ionisierender Strah-
lung mit Materie eingegangen und das Zelliiberleben in Abhédngigkeit von der Dosis beschrie-
ben. Allerdings erfolgte die Betrachtung der Wirkung ionisierender Strahlung bisher vor-
rangig aus einem physikalischen Blickwinkel. Da in dieser Arbeit der Einfluss ionisierender
Strahlung auf biologische Prozesse von besonderer Bedeutung ist, soll in diesem Abschnitt
eine Einfiihrung in die Strahlenwirkung auf lebende Zellen gegeben werden. Die biologischen
Zusammenhénge, die auch Einfluss auf das Zelliiberleben nach dem LQM haben, sollen nun
detaillierter erldutert werden. Begonnen wird mit den Grundlagen der Zellbiologie, soweit
sie fiir das Verstdndnis dieser Arbeit notwendig sind. Anschlieflend folgt eine Einfithrung in
die biologische Strahlenwirkung und deren Einflussfaktoren.

1.3.1 Zellbiologische Grundlagen

Die Zelle gilt als kleinste Einheit des Lebens, die zu Stoffwechsel, Reproduktion und Muta-
bilitdt fahig ist. Menschliche Zellen haben eine Gréfle von etwa 1 pm bis 50 pm und stehen
als offene Systeme im sténdigen Austausch mit der Umgebung [13|. Der Zellkern ist vom Zy-
toplasma umgeben, in dem sich die Zellorganellen befinden und das iiber eine Membran von
der Umgebung abgegrenzt ist [13, [14]. Im Zellkern befindet sich die genetische Information
in Form der Desoxyribonukleinsdure (deoxyribonucleic acid, DNA). Die DNA ist ein Makro-
molekiil und setzt sich aus einer Vielzahl von Nukleotiden zusammen. Nukleotide bestehen
aus einer Base, einem Zucker und einer Phosphatgruppe. Die DNA liegt als doppelstrian-
giges Molekiil mit Doppelhelix-Struktur vor, in welcher alle Erbinformationen der Zellen
gespeichert sind. Ziel der Strahlentherapie ist es, die DNA der Tumorzellen zu schiadigen
und die Zelle so an der weiteren Replikation zu hindern oder den Zelltod herbeizufiihren [4,
13].

Zellzyklus

Zur Vermehrung miissen die Zellen ihre Erbinformation, die in Form der DNA vorliegt, ver-
doppeln. Dies geschieht wéhrend des Zellzyklus, den jede Zelle durchlduft und der grob in
die Interphase (G-, S- und Gz-Phase) und in die Mitose unterteilt werden kann. In der G;-
Phase wéchst die Zelle nach der Teilung; zudem werden die Enzyme gebildet, die fiir die S-
Phase (Synthese-Phase), in der die Replikation stattfindet, notwendig sind. Darauf folgt die
Go-Phase, in der sich die Zelle auf die in der Mitose stattfindende Zellteilung vorbereitet [15]
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16]. Die Regulation des Zellzyklus erfolgt iiber ein fein abgestimmtes Kontrollsystem aus
internen und externen Faktoren. Dabei nehmen besonders die Zyklin-abhéngigen Kinasen
(cycline-dependent-kinases, CDKs) eine relevante Rolle ein. Kinasen iibertragen Phosphat-
gruppen auf Proteine, was als Phosphorylierung bezeichnet wird. Sie sind so in der Lage, die
biologische Aktivitdt von Proteinen zu regulieren [4]. Zusammen mit den Zyklinen bilden
die CDKs Komplexe, iiber die der Eintritt in die verschiedenen Zellzyklusphasen reguliert
wird. Im Laufe des Zellzyklus ist dabei ein oszillierender Verlauf der Zyklin-Konzentration
zu beobachten. Beim Erreichen der maximalen Konzentration kommt es zu einem Vorriicken
der Zelle in die nichste Phase des Zellzyklus; im Anschluss sinkt die Konzentration der Zy-
kline schnell ab |14} |16].

Schidigungen der DNA, wie sie beispielsweise nach Bestrahlung auftreten, fithren zu Zell-
zyklus-Arrest an den Kontrollpunkten des Zellzyklus. Durch Arretierung des Zellzyklus ver-
schaffen sich die Zellen vor dem Eintritt in kritische Zellzyklusphasen zusétzliche Zeit fiir
die DNA-Reparatur. Die nach Bestrahlung bedeutendsten Kontrollpunkte befinden sich am
G1-/S-Ubergang und am Ubergang von der Go-Phase in die Mitose. Zudem sind die Zellen
in der Lage, die Replikation in der S-Phase zu verlangsamen. Besonders die Phase der Mito-
se, in der sich der Zellkern teilt, ist fiir Zellen mit DNA-Schéden kritisch. Nicht kovalent
verbundene Chromosomenfragmente kénnen bei der Kernteilung verloren gehen, was zum
Zelltod in der Mitose oder im weiteren Zellzyklus fithren kann [9, (17]. In vielen Tumoren
ist der Gi-/S-Kontrollpunkt durch Mutation des p53-Proteins oder durch Aktivierung von
Onkogenen gestort. Diese Zellen sind demnach stéirker als Normalgewebszellen vom Kon-
trollpunkt am Ende der Gy-Phase abhingig.

1.3.2 Biologische Strahlenwirkung

Die physikalische Wechselwirkungen ionisierender Strahlung wurden bereits in Abschnitt
beschrieben; die Wirkung auf lebendes Gewebe und Zellen ist das Feld der Strahlenbiologie.
Die Wechselwirkung ionisierender Strahlung in biologischen Systemen kann in drei Phasen
unterteilt werden. Die erste Phase der Wechselwirkungskette ist die physikalische Phase.
Diese findet auf einer Zeitskala von 10716 s bis 107! s statt und beschreibt die primére
Wechselwirkung der ionisierenden Strahlung mit Atomen und Molekiilen und die lokale
Absorption von Teilen der eingebrachten Strahlungsenergie (vgl. Abschnitt und .
Am Ende der physikalischen Phase stehen ionisierte oder angeregte Molekiile, wie z. B. die
DNA oder Proteine |1, |9]. Auf die physikalische Phase folgt die chemische Phase, wel-
che die sekunddren Wechselwirkungsprozesse beschreibt. Dabei kann es zur Anregung der
Wassermolekiilen kommen, die dann zu freien Radikalen dissoziieren. Aufgrund des hohen
Wassergehaltes biologischen Gewebes ist dieser Effekt fiir die indirekte Strahlenwirkung von
grofer Bedeutung. Die entstandenen Radikale sind stark reaktiv und fithren tiber weitere
Reaktionen zur Schédigung der DNA der Zellen [13, [15]. Die chemischen Prozesse finden
auf einer Zeitskala von 10713 s bis 1072 s statt. Die darauf folgende biologische Phase
umfasst Zeitriume von 1072 s bis zu mehreren Jahren und ist fiir die vorliegende Arbeit
von besonderer Relevanz. In dieser Phase wird zwischen der direkten und in die indirek-
ten Strahlenwirkung unterschieden, diese Unterteilung ist unabhéngig von der Einteilung
in direkt und indirekt ionisierende Strahlung. Bei der direkten Strahlenwirkung kommt es
zur lonisation und Anregung von Makromolekiilen, besondere Relevanz haben dabei die
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direkten Schiadigungen der DNA. Diese entstehen haufig durch dicht ionisierende Strahlung
mit hohem LET. Die indirekte Strahlenwirkung beschreibt die chemischen Sekundéarpro-
zesse durch die entstandenen freien Wasserradikale und reaktive Oxygen-Spezies. Zu den
vielfaltigen Auswirkungen ionisierender Strahlung auf Zellebene gehoren |1} [14]:

e Entstehung von DNA-Schiden

Zellzyklus-Arrest oder Erhohung der Proliferationsrate

Anderungen in der Zellkommunikation

Stoffwechselénderungen

Zerstorung oder Schidigungen der Membran und von Zellorganellen

Aktivierung der Immunantwort

Zelltod / Apoptose

Je nach Ausmafl und Art des Schadens, ist die Zelle in der Lage die entstandenen Schéden
zu reparieren. Eine funktionierende DNA-Reparatur ist daher besonders in der biologischen
Phase von Bedeutung.

Einflussfaktoren auf die biologische Strahlenwirkung

Die Bestrahlungsplanung vor Beginn der Strahlentherapie erméglicht es, Einfluss auf die
physikalischen Rahmenbedingungen der Bestrahlung zu nehmen. Dazu gehoren z. B. Grofle
und Anzahl der Strahlungsfelder sowie Dosis und Strahlungsart. Die biologischen Einfluss-
faktoren werden bei der Erstellung der Bestrahlungspline in geringerem Mafle beriicksich-
tigt, dennoch haben auch diese einen Einfluss auf den Erfolg der Therapie. Zudem sind
die physikalischen und biologischen Einfliisse haufig nicht klar voneinander zu trennen, wie
es z.B. auch bei der Fraktionierung der Bestrahlung der Fall ist. Die zentrale Rolle der
Reaktion von Tumorzellen auf Bestrahlung nehmen die 5 Rs der Strahlenbiologie ein. Bei
den 5 Rs der Strahlenbiologie handelt es sich um die fiunf Faktoren: Reparatur, Redistri-
bution, Reoxygenierung, Repopulation, (intrinsische) Radiosensitivitdt [1, |18]. Diese sind
insbesondere vom Zeitmuster der Bestrahlung und somit bei der fraktionierten Bestrahlung
von Bedeutung. Teilweise wird in der Literatur auch die Reaktivierung der anti-Tumor Im-
munantwort als weiterer bedeutsamer Faktor genannt [19].

Reparatur: Diese beschreibt die Fahigkeit des Normal- und des Tumorgewebes, DNA-
Schéden zu reparieren. Nicht alle Schidigungen fithren zum Zelltod, da die Zellen in der
Lage sind, subletale Schéden zu reparieren und weiter zu proliferieren. Die bessere Repara-
turkapazitit des Normalgewebes im Vergleich zum Tumorgewebe erméglicht erst den Erfolg
der Strahlentherapie. Zudem bietet die eingeschriankte Reparaturfahigkeit von Tumorzellen
einen Ansatz fiir zielgerichtete Therapien.

Redistribution: Die Strahlensensitivitat von Zellen ist von der Zellzyklusphase abhéngig.
In der Mitose sind die Zellen besonders strahlenempfindlich, da zu diesem Zeitpunkt die
Kernteilung stattfindet. Aber auch in der Ga- und der frithen S-Phase fiihrt ionisierende
Strahlung zu DNA-Schiadigungen, die fiir die Zelle schwierig zu reparieren sind. In der Gi-
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Phase und zum Ende der S-Phase sind die Zellen relativ strahlenresistent [9]. Aufgrund des
strahleninduzierten Go-Arrestes kommt es zu einer Umverteilung der Zellpopulationen in
den einzelnen Zellzyklusphasen. Dieser Effekt ist therapeutisch jedoch nicht nutzbar, da die
Auspriagungen der Verdnderungen tumorspezifisch und somit sehr heterogen sind [1].
Reoxygenierung: Reaktive Sauerstoff-Spezies tragen im Gewebe einen Grofiteil zur Dosis
bei. Somit hat auch die Oxygenierung des Gewebes Einfluss auf die Strahlenwirkung. Oxy-
genierte Tumorbereiche reagieren empfindlicher auf Bestrahlung und es kommt vermehrt
zur Entstehung von DSB; hypoxische Zonen im Tumor hingegen sind strahlenresistent. In
den Bestrahlungspausen der fraktionierten Bestrahlung kénnen diese hypoxischen Bereiche,
die hiufig tief im Tumorvolumen liegen, reoxygeniert werden. Bisher wurden viele Ansétze
untersucht, um die hypoxischen Bereiche im Tumorgewebe zu reduzieren und so den Erfolg
der Radiotherapie zu erhdhen. Bis auf wenige Ausnahmen hat bisher keine Methode als
Routinemethode Einzug in die Klinik gehalten [20].

Repopulation: Die Repopulation beschreibt die Proliferation der Tumorzellen und des Nor-
malgewebes zwischen den Fraktionen der Bestrahlung. Dieser Effekt ist besonders bei schnell
wachsenden Tumoren von Relevanz. Zudem weisen einige Tumorentitiaten, wie z. B. auch
Kopf-Hals-Tumore, nach Beginn der Bestrahlung eine beschleunigte Proliferation auf [4, |21].
(intrinsische) Radiosensitivitét: Die Radiosensitivitét beschreibt die unterschiedliche Strah-
lenempfindlichkeit verschiedener Tumorentititen. Die Ursachen der intrinsischen Radiosen-
sitivitdt sind noch nicht vollstdndig geklart, hdufig handelt es sich um ein Zusammenspiel
vieler Faktoren. Es wird aber vermutet, dass den DNA-Reparaturfihigkeiten der Zellen eine
besondere Bedeutung zukommt |22, 23].

Reaktivierung der anti-Tumor Immunantwort: Die Strahlentherapie fiihrt nicht nur zu
DNA-Schéden in Form von DSB, sondern auch zur Reaktivierung der anti-Tumor Immun-
antwort. Auch wenn die Auswirkungen der Bestrahlung auf die anti-Tumor Immunantwort
in den letzten Jahre viel Aufmerksamkeit erfahren hat, sind die genauen Hintergriinde noch
unklar [18] 24].

Zusétzlich zu den 5 Rs der Strahlenbiologie und der anti-Tumor Immunantwort hat auch die
Temperatur einen Einfluss auf die Strahlenwirkung, da ein Temperaturanstieg die Durchblu-
tung und Oxygenierung des Gewebes erhoht [25]. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine
Hyperthermie Einfluss auf die DNA-Schadensantwort hat und verschieden Reparaturwege
inhibiert [26]. In den letzten Jahren wurde der Einsatz von Hyperthermie in Radio- und Che-
motherapie untersucht, wobei einige Studien vielversprechende Ergebnisse zeigten und sich
bei Kopf-Hals-Tumoren auch fiir HPV-positive Tumore eine Reduktion der Strahlendosis
als moglich aufzeigt. Trotz einer Vielzahl von klinischen Studien in verschiedenen Krebsen-
titdten, hat der Einsatz der Hyperthermie noch keinen Einzug in die Routinebehandelung
gefunden [25] 26].

1.4 Die zellulare Schadensantwort

Das Ziel von Radio- und Chemotherapie ist die Schidigung der Tumor-DNA. Schidigun-
gen an Zellorganellen sind fiir das klonogene Zelliiberleben weniger wichtig und werden erst
bei sehr hohen Dosen und extremen Schiadigungen relevant |1]. Die DNA kann nicht nur
durch exogene Faktoren wie ionisierende Strahlung oder chemisch mutagene Substanzen
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geschédigt werden, sondern auch durch endogene Faktoren, wie z. B. Fehler in der Replika-
tion/Rekombination oder reaktive Sauerstoffspezies. Eine funktionierende DNA-Reparatur
ist fiir die Zelle also von immenser Bedeutung [14} [27]. Die DNA-Schadensantwort (DNA-
damage response, DDR) beinhaltet nicht nur die Reparatur von DNA-Schéden, sondern auch
weitere Mafinahmen, wie beispielsweise den Zellzyklus-Arrest und Apoptose [4} 28]. Bei der
Schadigung der DNA kann in verschiedene Arten von Schidden unterschieden werden [4, |14]:

e Basenverluste/Basenmodifikationen
e DNA-Schiden durch Oxidation

DNA-Addukte

Einzelstrangbriiche

Doppelstrangbriiche

Fir die Strahlentherapie sind insbesondere DSB von Bedeutung, da bereits ein einzelner
DSB ein letales Ereignis fiir die Zelle sein kann [14] 29]. In diesem Abschnitt werden Begrif-
fe und Zusammenhénge der zelluldren Schadensantwort dargestellt, die zwingend fiir das
Verstiandnis der Ergebnisse dieser Dissertation notwendig sind. Um es den Lesern zu er-
moglichen, einzelne Themenbereiche nachzuschlagen, wurden diverse Unterkapiteln erstellt.
Zuerst erfolgt eine Beschreibung der Grundlagen der DNA-Reparatur in den Zellen und
der wichtigsten DSB-Reparaturwege. Im Anschluss werden weitere wichtige Komponenten
(z. B. PARP, Weel und Chk1) und ihre Rolle in der zelluldren Schadensantwort vorgestellt.

1.4.1 Grundlagen der DN A-Reparatur

Zellen sind einer Vielzahl an potenziell schédigenden Ereignissen ausgesetzt. Es wird ge-
schétzt, dass in einer Sdugetierzelle taglich spontan 10 000-20 000 Basenmodifikationen so-
wie etwa 55000 Einzel- und 10-50 DSB entstehen [14]. Bestrahlung mit einer Dosis von
1 Gy Rontgenstrahlung fiihrt in Sdugetierzellen zu weiteren 2000 Basenschiaden sowie 1000
Einzel- und etwa 30 DSB [17]. Diese Zahlen zeigen, dass der menschliche Korper effektive
Reparaturmechanismen besitzen muss, die durchgiingig im Einsatz sind, um Schadigungen
zu reparieren. Solange noch ein Strang der DNA intakt ist, kann dieser als Matrize fiir
die Reparatur genutzt werden. Einzelstrangschiden sind daher fiir die Zelle in der Regel
schnell und fehlerfrei zu reparieren. Die Reparaturmechanismen, die dafiir zur Verfiigung
stehen, sind die Mismatch-Reparatur, die Basenexzisionsreparatur und die Nukleotidexzi-
sionsreparatur [14]. Doppelstrangbriiche hingegen stellen fiir die Zelle eine deutlich grofiere
Herausforderung dar. Sie entstehen aus Anhaufungen von zeitlich und/oder raumlich dicht
beieinander liegenden SSB. Besonders bei hoch-LET Strahlung steigt die Wahrscheinlichkeit
von DSB an, allerdings konnen diese auch durch Fehler wihrend der Replikation entstehen.
Doppelstrangbriiche sind fiir die Zelle nicht immer fehlerfrei zu reparieren und residuelle
DNA-Schiadigungen durch ausbleibende oder fehlerhafte Reparatur kénnen zu Mutationen,
Chromosomenaberrationen und sogar Zelltod fithren [30].

Die Antwort der Zelle auf einen DSB kann stark vereinfacht in drei Schritte unterteilt wer-
den (3, |14]:
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(1) Erkennung des Schadens: Die zentralen Kinasen bei der Erkennung von DSB
sind atazia—telangiectasia mutated (ATM) und atazia—telangiectasia and Rad3 related
(ATR) [3},31]. Zusammen mit dem MRE11-RAD50-NBS1-Komplex (MRE-Komplex)
werden weitere Faktoren, wie z. B. das Histon H2AX, phosphoryliert. Die Phospho-
rylierung von H2AX zu YH2AX (phosphorylated (v) H2A histone family member X)
fithrt anschlieend zur Rekrutierung weiterer DNA-Reparaturproteine [28] 31, [32].

(2) Prozessierung der offenen Bruchenden: Der genaue Ablauf der Prozessierung an
den Bruchenden ist dabei vom Reparaturwege abhéngig; in Abschnitt werden
die Reparaturwege naher beschrieben.

(3) Entscheidung zwischen Reparatur oder Zelltod

Die Aktivierung von ATM und ATR fiihrt neben der Phosphorylierung von H2AX auch
zur Phosphorylierung von Chkl und p53. Diese beiden Proteine spielen eine bedeutende
Rolle fiir die Aktivierung der Zellzyklus-Kontrollpunkte. Der darauf folgende Zellzyklus-
Arrest verschafft der Zelle zusétzliche Zeit, um DNA-Schiadigungen zu reparieren. Findet
die DNA-Reparatur zeitgleich mit der Replikation statt, fithrt dies vermehrt zu Fehlern [14,
28,|31]. Die Phosphorylierung von H2AX zu yH2AX hat eine zentrale Funktion in der DNA-
Schadensantwort und findet lokal begrenzt in den Bereichen der DSB statt. Das am Ort des
DSB akkumulierte YH2AX kann in der Immunfluoreszenz (IF) angeférbt werden und ist als
sogenannter YH2AX Focus im Mikroskop erkennbar. Somit kann die Anzahl der YH2AX Foci
als Surrogatmarker fiir die Anzahl von DSB genutzt werden. Die Auszdhlung von YH2AX
Foci in den Stunden nach der Bestrahlung ermdglicht es die Kinetik der DNA-Reparatur
zu untersuchen. Der zweiphasige Verlauf der DNA-Reparatur nach Bestrahlung mit 2 Gy,
ist in Abbildung [3] anhand der Anzahl residueller YH2AX Foci dargestellt. Direkt nach der
Bestrahlung kommt es mit der Phosphorylierung von H2AX am Ort des DSB zu einem
starken Anstieg der YH2AX Foci. Anschlieflend ist in einem Zeitraum von 5 min bis 30 min
ein exponentieller Abfall der Anzahl von YH2AX Foci zu erkennen. Bei diesem Anteil handelt
es sich um die schnelle Komponente der Reparatur. Mit einer Halbwertszeit von einigen
Stunden folgt darauthin die langsame Komponente. Nicht reparierte DSB verbleiben als
residuelle Foci, die nach 24 h als Plateau zu erkennen sind. Fiir dicht ionisierende Strahlung
zeigen sich Verdnderungen in der Reparatur-Kinetik, da sich bei hoch-LET Strahlung die
Komplexitit der Schiden erhoht und diese fiir die Zelle schwieriger zu reparieren sind [17].

1.4.2 DNA-Reparaturwege

Im diesem Abschnitt werden die wichtigsten DSB-Reparaturwege vorgestellt. In mensch-
lichen Zellen sind dabei besonders die nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous
end-joining, NHEJ), die homologe Rekombination (homologous recombination, HR) und die
alternative-Endverkniipfung (alternative end-joining, alt-EJ) von Bedeutung. Eine verein-
fachte Darstellung der Reparaturwege findet sich in Abbildung [4. Die Auswahl des Repara-
turweges erfolgt abhéingig von der Zellzyklusphase und dem Ausmafl und der Komplexitét
der Schiden [27, |30]. Bei der Darstellung der Reparaturwege in diesem Abschnitt handelt
es sich um eine vereinfachte Ubersicht zur Darstellung der prinzipiellen Ablidufe inklusive
zentraler essentieller Proteine. Die Reparaturwege, insbesondere die HR, sind tatséchlich
deutlich komplexer und weiterhin Gegenstand aktueller strahlenbiologischer Forschung [17,
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27, 31]. Die medikamentose Inhibition von DNA-Reparaturwegen kann genutzt werden, um
die Wirksamkeit von Strahlen- und Chemotherapie zu verbessern [33].
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Abb. 3: Kinetik der DNA-Reparatur. In den zwei linken Bildern sind exemplarisch
Bilder der yYH2AX Foci nach Bestrahlung mit 0 Gy und 2 Gy gezeigt. Die Zellkerne
sind blau angefirbt, die YH2AX Foci darin in rot erkennbar. Die rechte Abbildung
stellt den zeitlichen Verlauf der Anzahl an YH2AX Foci nach Bestrahlung mit 2 Gy
dar. Es zeigt sich darin zu Beginn die Ausbildung einer schnellen Komponente mit
steilem Abfall der Focizahl. Darauf folgt ein langsamerer Abfall mit der Ausbildung
eines Plateaus etwa 24 h nach Bestrahlung. Die Abbildung ist modifiziert nach [17].

Nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous end-joining, NHEJ)

Der am haufigsten benutze Reparaturweg in menschlichen Zellen ist die NHEJ. Dieser Re-
paraturweg kann in allen Zellzyklusphasen ablaufen [17, [30]. Nach Induktion eines DSB
bindet der Komplex des Heterodimers Ku70/Ku80 an die Bruchenden und schiitzt diese vor
Degradation und Dissoziation. Zudem dient er als Grundgertist fiir weitere Proteine, die zur
Bruchstelle rekrutiert werden [28]. Zunéchst folgt die Rekrutierung der katalytischen Unter-
einheit der DNA-abhéngigen Protein-Kinase (DNA-dependent protein kinase catalytic subu-
nit, DNA-PKcs), wodurch es zur Bildung des sogenannten DNA-PK-Komplexes kommt. Die
Aktivierung des DNA-PK-Komplexes fiihrt dazu, dass weitere Proteine fiir den Ligations-
Vorgang rekrutiert und die DSB-Enden fiir die Ligation zugénglich gemacht werden. Dabei
kommt den Proteinen DNA LigaselV, XRCC4 (X-Ray Repair Cross Complementing 4 ) und
XLF (XRCC4-Like Factor) besondere Bedeutung zu [17} 30, [34]. Je nach Komplexitét des
Schadens ist die Aktivitdt weiterer Reparaturproteine notwendig. Nach Verkniipfung der
Bruchenden kommt es zur Auflésung des NHEJ-Komplexes. Aufgrund der Notwendigkeit
der Prozessierung der nach Bestrahlung oxidativ geschddigten Bruchenden, lduft die Re-
paratur iiber den NHEJ-Reparaturweg nicht immer fehlerfrei ab; sie fithrt jedoch nicht zu
strukturellen Chromosomenverdnderungen oder dem Verlust grofierer DNA-Bereiche [30].

29



1 Einleitung

\ DSB .
Resektion

—yr

/ Resektion
l (Exol, DNaz2,

Ku7 /80 i
s o
DNA-PKcs PARP1 =" aen— DSB an sich
_—— 1 wiederholenden
XRCCA1, LIGII HR Seguenzen

Prozessierung

!‘)\'.P =/ AT = =

LiglV, XRCC4, XLF

ERCCi-_ g/
XPF ~g——

Abb. 4: Ubersicht zu den verschiedenen DNA-Reparaturwegen. Gezeigt sind die
wichtigsten Reparaturwege: die nicht-homologe Endverkniipfung (non-homologous
end-joining, NHEJ), die alternative Endverkniipfung (alternative end-joining, alt-
EJ), die homologe Rekombination (homologous recombination, HR) und das single-
strand annealing (SSA). Die Abbildung ist modifiziert nach .

Homologe Rekombination (homologous recombination, HR)

Die HR ist im Unterschied zum NHEJ-Reparaturweg bei korrektem Ablauf fehlerfrei. Al-
lerdings wird fir diesen Reparaturweg das Schwesterchromatid bend6tigt, sodass die HR nur
in der S- und Go-Phase stattfinden kann, da die Schwesterchromatiden erst im Zuge der
DNA-Replikation in der S-Phase entstehen. , , . Es handelt sich dabei um zwei
identische Chromatiden, sodass in der Mitose beide Tochterzellen jeweils eine vollstandi-
ge Kopie erhalten . In der HR beginnt die Reparatur des DSB mit der Resektion der
5'-Bruchenden, um einzelstriangige DNA-Bereiche zu generieren, die fiir die Suche des homo-
logen Sequenzabschnitts auf dem Schwesterchromatid gebraucht werden. Initial erfolgt die
Resektion durch die Nukleasen MRE11 (Meiotic Recombination 11) und CtIP (C-terminal
binding protein 1 interacting protein). Im weiteren Verlauf der Resektion sind noch die
Proteine Exol (Ezonuclease 1), DNA2 und BLM (Bloom Helikase) beteiligt. Die nach der
Resektion entstanden Bereiche mit freiem 3'-Bruchende werden anschlielend iber RPA (Re-
plication protein A) stabilisiert und geschiitzt , , . Vermittelt von Rad52 und BRCA2
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(BReast CAncer Gene 2) und weiteren Proteinen, wird RPA durch Rad51 wieder von der
DNA verdriangt. Rad51 wird auch als Rekombinase bezeichnet und induziert die Bildung
von Rad51 Nukleoproteinfilamenten, welche im Schwesterchromatid nach dem Bereich der
Homologie suchen. Daraufhin kommt es zur Stranginvasion, indem sich der einzelstrangige
DNA-Abschnitt des geschiddigten DNA-Stranges mit dem anti-parallelen Einzelstrang des
homologen, ungeschidigten Schwesterchromatid-Bereiches paart [14]. Die Formation, die
auf diese Weise entsteht, wird als D-loop (displacement-loop) bezeichnet [35]. Ausgehend
vom 3'-Ende kommt es anschliefend zur Synthese der DNA iiber die Bruchstelle hinweg,
wobei es zur Entstehung von sogenannten Holliday-Strukturen (Holliday junctions) kommt.
Diese Strukturen beschreiben eine Formation, bei der eine Verkniipfung der sich iiberkreu-
zenden DNA-Stringe vorliegt [17, 35]. Die HR endet mit der Ligation des invasierenden
DNA-Stranges und Auflosung der Holliday Strukturen [17].

Alternative Endverkniipfung (alternative end-joining, alt-EJ) und
single-strand annealing (SSA)

In vielen Tumorzellen sind die NHEJ- und HR-Reparaturfahigkeiten eingeschriankt und
so greifen diese Zellen auf alternative, fehleranfillige Reparaturwege zuriick. Die beiden
wichtigsten sind dabei die alt-EJ und das SSA. Der Weg der alt-EJ wird héufig auch als
microhomology-mediated end-joining (MMEJ) oder back-up-NHEJ bezeichnet. Besonders
Zellen mit eingeschriankter NHEJ-Kapazitit nutzen diesen Reparaturweg, um DNA-Schiden
zu reparieren [17]. Ein vermehrter Einsatz des alt-EJ wurde auch fiir HPV-positive Kopf-
Hals-Tumorzellen beschrieben und koénnte eine mogliche Ursache fiir deren erhéhte Strah-
lenempfindlichkeit sein [36].

Wie bei der HR kommt es bei der alt-EJ und beim SSA zur Resektion der Bruchenden
durch die Nukleasen MRE11 und CtIP, wodurch einzelstrdngige Bruchenden entstehen.
Beim alt-EJ werden diese Bruchenden von dem Enzym PARP erkannt, welches einen wich-
tigen Faktor im alt-EJ darstellt, da es zudem LIG3 (DNA Ligase 8) und XRCC1 (X-Ray
Repair Cross Complementing 1) zur Bruchstelle rekrutiert [17,37]. Das Alignment der Bru-
chenden erfolgt anhand von auf demselben Strang gelegenen Mikrohomologien, die meist
eine Linge von 5-20 Basenpaaren aufweisen [35]. Bei der anschlieBenden Resektion der Uber-
hénge kommt es zur Deletion der zwischen den Mikrohomologien gelegenen Bereiche, sodass
dieser Reparaturweg generell fehlerhaft und mutagen ist [14]. Das SSA kommt zum Einsatz,
wenn sich der DSB zwischen zwei sich wiederholenden Sequenzen befindet. Im Unterschied
zum alt-EJ sind die Bereiche der Homologien beim SSA gréfier, zudem erfolgt die Paarung
der Homologien tiber das Protein Rad52 [14,17,[35]. Beim SSA kommt es immer zum Verlust
einer der sich wiederholenden Sequenzen und der dazwischen gelegenen DNA-Abschnitte.
Da die sich wiederholenden Sequenzen unter Umsténden einige Kilo-Basen auseinander lie-
gen konnen, ist dieser Reparaturweg stark mutagen. Bisher wurde noch keine gesteigerte
Verwendung des SSA in HPV-positiven Kopf-Hals-Tumoren beschrieben.

1.4.3 Replikationsstress

Neben einer effektiven DNA-Reparatur ist eine moéglichst reibungslos ablaufende DNA-
Replikation ein wichtiger Faktor fiir das Zelliiberleben. Der Replikationsvorgang beschreibt
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die Verdopplung der Zell-DNA in der S-Phase. Bei Eintritt der Zelle in die S-Phase kommt
es durch Zyklin-abhéngige Kinasen (cyclin-dependent kinases, CDKs) zu einer Aktivierung
eines Teils der ruhenden Replikationsurspriinge. Bei den Replikationsurspriingen handelt es
sich um spezifische DNA-Sequenzen, an denen die Replikation startet. Die DNA-Synthese
erfolgt dann mit Hilfe an der DNA entlangwandernder Proteinkomplexe, den sogenann-
ten Replikationsgabeln [38|. Fiir eine fehlerfreie Replikation muss die Zelle die Aktivierung
ruhender Replikationsurspriinge, die Geschwindigkeit der Replikationsgabeln und den Ver-
brauch der benétigten Nukleoside sorgsam regulieren [39]. Exogene und endogene Faktoren
koénnen in der Zelle Stérungen im Ablauf der Replikation, den sogenannten Replikationss-
tress verursachen. Dieser kann zu DNA-Schéden und Fehlern in der DNA-Sequenz fiithren,
was weitreichende Konsequenzen auf die genomische Integritdt und das Zelliiberleben ha-
ben kann [39]. Viele Krebszellen sind aufgrund fehlender Zellzyklus-Kontrollpunkte oder
eingeschrankter Reparaturfahigkeiten erh6htem Replikationsstress ausgesetzt [39, |40]. Die-
se Tatsache wird schon lange in der Krebstherapie genutzt, da auch Chemotherapeutika zu
einer massiven Steigerung von Replikationsstress fiihren kénnen. Mogliche Folgen sind eine
stark verlangsamte DNA-Replikation bis hin zum Replikationsstopp und eine Akkumula-
tion der Zellen in der S-Phase. Unter Replikationsstress entstehen ldngere einzelstrangige
DNA-Bereiche, welche durch die Kinase ATR detektiert werden. Es erfolgt daraufhin durch
ATR die Phosphorylierung von H2AX zu vyH2AX, sodass die entsprechenden Bereiche von
~vH2AX markiert sind. Dieses kann iiber Antikérper detektiert und angeférbt und als Marker
fiir Replikationsstress genutzt werden [41]. Im Gegensatz zu DSB werden bei massivem Re-
plikationsstress in S-Phase-Zellen aufgrund der hohen Zahl betroffener Replikationsgabeln
groflere Kernbereiche und nicht so sehr distinkte Foci beobachtet [40]. In Féllen von langan-
haltendem und schwerwiegendem Replikationsstress kann es zum Kollabieren der Replikati-
onsgabeln kommen, woraus sogenannte replikationsassoziierte DSB resultieren kénnen [17,
38]. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte duale Inhibition der nachfolgend beschriebenen Pro-
teine PARP und Weel wirkt zwar nicht ausschliellich, aber zum Teil iiber die Induktion
von Replikationsstress und iiber die Induktion von DSB im Rahmen aberranter Replikati-
onsvorgange.

1.4.4 PARP, Weel und Chkl1 in der zellularen Schadensantwort
PARP

Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen (PARP) sind eine Gruppe von Enzymen, die die Bildung
von Poly(ADP-Ribose), einer posttranslationalen Proteinmodifikation, katalysieren. Diese
spielt in verschiedenen zelluldren Prozessen und auch in der DNA-Reparatur eine prominen-
te Rolle [42]. Poly(ADP-Ribose) markiert hierbei die Lésion und rekrutiert weitere DNA-
Reparaturfaktoren. Insbesondere PARP1 ist sowohl an der Reparatur von SSB als auch
von DSB, letzteres iiber den DSB-Reparaturweg der alt-EJ, beteiligt [43| 44]. Aufgrund
seiner Bedeutung in den verschiedenen Reparaturwegen, wird die Inhibition von PARP als
ein Ansatz zur Radiosensibilisierung untersucht. PARP-Inhibitoren sind insbesondere fiir
ihre Wirksamkeit in Tumoren mit eingeschrankter HR-Reparatur bekannt. Da eine Viel-
zahl endogener SSB unter PARP-Inhibition nicht effektiv repariert werden kann, kommt es
in der S-Phase vermehrt zur Kollision von SSB mit Replikationsgabeln. Dabei entstehen
replikationsassoziierte DSB. Um diese aufzuldsen ist eine effektive HR notwendig; eine HR-
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Defizienz hingegen fiihrt zum wirkungsvollen Abtéten der Tumorzellen. Zudem verhindern
die in der Klinik eingesetzten PARP-Inhibitoren, wie z. B. Olaparib, eine Dissoziation des
PARP-Proteins von der DNA; dies wird als ,,PARP-Trapping®“ bezeichnet. Der Zusammen-
sto§ von Replikationsgabeln mit diesen Strukturen (,trapped PARP*) fiihrt ebenfalls zur
Bildung replikationsassoziierter DSB und erfordert den Einsatz der HR [42, |45]. Bei Kombi-
nation von PARP-Inhibitoren mit ionisierender Strahlung induziert Letztere eine grofie Zahl
an SSB, sodass in besonderem Mafle replikationsassoziierte DSB zu erwarten sind. Zudem
wird PARP wie oben beschrieben, ebenfalls fiir DSB-Reparatur mittels alt-EJ benétigt. Die
Inhibition von PARP ist daher, vor allem aufgrund zusétzlicher Schiden in der S- und Go,
ein effektiver Ansatz zur Radiosensibilisierung proliferierender Zellen. Neben seiner Funkti-
on bei der DNA-Reparatur ist PARP auch eine protektive Rolle an der Replikationsgabel
zugeschrieben worden und soll auch am Neustart blockierter Replikationsgabeln beteiligt
sein |17}, 37].

Weel und Chkl

Nach Bestrahlung ist neben der DNA-Reparatur auch die Aktivierung der Zellzyklus--
Kontrollpunkte von entscheidender Bedeutung. Uber eine Arretierung des Zellzyklus ver-
schafft sich die Zelle vor Eintritt in die Mitose zusétzliche Zeit fiir die DNA-Reparatur,
wodurch letale Chromosomenaberrationen vermieden werden konnen (14, |46]. Eine beson-
dere Rolle fiir die Zellzyklus-Kontrollpunkte spielt die Kinase Weel, die den Eintritt der
Zelle in die kritische Mitosephase reguliert, indem es CDK1 an der Aminosdure Tyrosin 15
(Tyr-15) phosphoryliert und diese so inaktiviert [46]. Da Krebszellen hiufig durch eine
Mutation oder Inaktivierung des Tumorsuppressors p53 nicht mehr auf den Kontrollpunkt
am Gi-/-S-Phase Ubergang zuriickgreifen kénnen, sind sie besonders vom Go-Arrest ab-
héngig. Aus diesem Grund finden bereits Weel-Inhibitoren in klinischen Studien, auch in
Kombination mit Bestrahlung, Anwendung [47]. Eine weitere Moglichkeiten zur Hemmung
des Ga-Zellzyklus-Kontrollpunktes stellt die Inhibition der Kinasen ATR/Chkl dar, wel-
che ansonsten nach Bestrahlung durch Inaktivierung von Weel-Antagonisten die Auslésung
des Ga-Arrestes induzieren. Die alleinige oder auch kombinierte Inhibition von Weel oder
ATR/Chkl fiihrt also direkt oder indirekt zu erhohter CDK1-Aktivitit, die den Ubergang
von der Go-Phase in die Mitose selbst bei Vorhandensein von DNA-Schaden vorantreibt.
Zusétzlich zu einem vorzeitigen Eintritt in die Mitose kommt es teilweise zur Induktion
von massivem Replikationsstress, da neben CDK1 auch die vor allem in der S-Phase aktive
CDK?2 in derselben Weise reguliert wird. Unphysiologisch erhohte CDK2 Aktivitdt fithrt zu
einem vermehrten Auslésen von ruhenden Replikationsurspriingen und somit zur Aktivitét
von vielen Replikationsgabeln. In Folge kann es zu einem Mangel der fiir die Replikation
notwendigen Nukleoside und zu einer Verlangsamung und Blockade von Replikationsgabeln
kommen |38, 48]. Dieser erhohte Replikationsstress unter Weel- sowie ATR/Chk1-Inhibition
wird auch unabhéngig von der Bestrahlung beobachtet und kénnte bei zusétzlicher Bestrah-
lung ein ungiinstiges Umfeld fiir die Reparatur der strahleninduzierten DNA-Schiden schaf-
fen [46]. In der Literatur wurde zudem berichtet, dass die Hemmung von Weel auch direkt
die Féhigkeit der Tumorzellen zur Durchfithrung der HR beeintrachtigen kann [49).
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1.5 Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereiches
(HNSCC)

Plattenepithelkarzinome des Kopf- und Hals-Bereiches (head and neck squamous cell car-
cinoma, HNSCC) stellen weltweit die siebthdufigste Krebsart dar. Fur das Jahr 2020 wird
ihre Inzidenz auf fast 880000 Félle geschétzt [50].

1.5.1 Ursachen und Risikofaktoren

Wesentliche Risikofaktoren fiir die Entstehung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich sind
extensiver Tabak- und Alkoholkonsum sowie Infektionen mit Hochrisikostdmmen des hu-
manen Papillomvirus (human papillomavirus, HPV). Letztere fithren in den meisten Féllen
zu Oropharynxkarzinomen (oropharyngeal squamous cell carcinoma, OPSCC). Die Inzi-
denz von HPV-positiven OPSCC unterliegt groflen geografischen Schwankungen; in vielen
westlichen Landern konnte in den letzten Jahren jedoch ein starker Anstieg dokumentiert
werden |51]. Wéhrend es in HPV-negativen Tumoren héufig zu Mutationen und somit zum
Funktionsverlust des Tumorsuppressorproteins p53 kommt, ist die Funktion dieses Prote-
ins in HPV-positiven Tumoren durch das Onkoprotein E6 (early protein 6 des HPV-Virus)
degradiert. Dies fiihrt unter anderem zu einem Verlust des strahleninduzierten Zellzyklus-
Kontrollpunktes am Ubergang von der Gi- zur S-Phase [51]. In beiden Tumorarten kommt
es jedoch noch zu einer weiteren Deregulation des Gi-/S-Ubergangs. In den HPV-positiven
Tumoren geschieht dies durch das Onkoprotein E7 (early protein 7 des HPV Virus), welches
zur Degradation des Tumorsuppressors und G1-/S-Regulators Retinoblastom-Protein (pRB)
fiihrt. Der Tumorsuppressor p16 der innerhalb einer regulatorischen Riickkopplung die pRB-
Funktion unterstiitzt, wird aufgrund des Fehlens von pRB in HPV-positiven OPSCC-Zellen
in groflen Mengen toleriert. Dies fiihrt dazu, dass diese Tumore erhdhte Mengen an pl6
aufweisen [14, 52]. Aus diesem Grund wird die Expression von pl6 in der Klinik als Sur-
rogatmarker fiir HPV-positive HNSCC genutzt. In den HPV-negativen HNSCC ist pl6
hingegen meistens durch Genverlust, Mutation oder fehlende Expression aufgrund von Pro-
motormethylierung unterdriickt, sodass diese Tumoren héufig kaum pl6 exprimieren und
als pl6-negativ bezeichnet werden [52} 53|.

1.5.2 Standardtherapie

In der Regel werden HNSCC erst in lokal fortgeschrittenen Stadien entdeckt und mit multi-
modalen Therapien, also einer Kombination aus Operation plus Bestrahlung und/oder Che-
motherapie behandelt. Die Standardbehandlung der lokal fortgeschrittenen Erkrankung ist
die Bestrahlung plus Chemotherapie auf Cisplatin-Basis, entweder in der Primarbehandlung
oder als adjuvante Behandlung nach einer Operation. In vielen Féllen ist diese multimodale
Therapie mit starken Nebenwirkungen verbunden [54, 55].

Die Maximaldosis in der Strahlentherapie ist immer durch die Strahlentoleranz des umlie-
genden Normalgewebes begrenzt. Da im Kopf-Hals-Bereich viele grundlegende Vitalfunk-
tionen und Risikoorgane wie z. B. die Speicheldriisen und die Schluckmuskulatur liegen, ist
eine exakte Definition des Bestrahlungsvolumens und der Strahlendosen auf den Risikoor-
ganen essenziell [56, 57]. Eine Moglichkeit, die Dosis im umliegenden Gewebe zu reduzieren,
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ist der Einsatz der Intensitdtsmodulierten-Radiotherapie (intensity modulated radiotherapy,
IMRT). Im Unterschied zur konformalen 3D-Radiotherapie werden bei der IMRT sowohl
die Feldanzahl als auch die Strahlungsintensitdt mit Hilfe von Multilamellenkollimatoren
moduliert. Dies ermdglicht eine Anpassung des Strahlungsfeldes an beliebige Zielvolumina
und eine verbesserte Schonung von Risikoorganen [58, [59]. Durch Einsatz der IMRT kann
das Auftreten von Mundtrockenheit in HNSCC-Patient:innen um den Faktor 2 bis 4 redu-
ziert werden [56, 60]. Inzwischen hat die IMRT in Deutschland flichendeckend Einzug in
die Strahlentherapie von HNSCC-Patient:innen gefunden [58| 61]. Doch selbst beim best-
moglich ausgearbeiteten Bestrahlungsplan kann eine relevante Bestrahlung des umliegenden
Gewebes nie vollstdndig vermieden werden. Dies resultiert in akuten sowie spaten Nebenwir-
kungen und auch die zum Teil zeitgleich durchgefiihrte Chemotherapie trégt zur Toxizitét
der Behandlung bei. Bei den akuten Nebenwirkungen im Kopf-Hals-Bereich handelt es sich
unter anderem um Schleimhautentziindungen (Mukositis), Schluckstérungen (Dysphagie),
Dermatitis, Schmerzen und Mundtrockenheit (Xerostomie). Dies fithrt dazu, dass die Le-
bensqualitét der Betroffenen unter der Radiotherapie stark reduziert ist [56, |61]. Auch bei
den spiten Nebenwirkungen der Radiotherapie kommt es zu Mundtrockenheit (60 % bis
90 % der Patient:innen) und Schluckstérungen, zudem zu Horverlust, Fibrose, laryngealer
Knorpelnekrose und Osteoradionekrose [61]. Diese spaten Nebenwirkungen sind irreversibel
und beeinflussen die Lebensqualitdt der Patient:innen bis an ihr Lebensende negativ [55|
61]. Patient:innen, die eine HNSCC-Erkrankung und die Therapie iiberleben, haben ein bis
zu zweimal hoheres Suizidrisiko als Uberlebende anderer Tumorentititen [62]. Es ist daher
dringend notwendig die Toxizitdt der Therapie abzuschwéchen.

1.5.3 Ansprechen auf die Therapie

In Patient:innen mit OPSCC vermittelt die Positivitdt flir HPV-DNA oder den Surrog-
atmarker pl6 eine deutlich glinstigere Prognose, und das, obwohl diese Tumoren oft sehr
frithzeitig Lymphknotenmetastasen ausbilden |51}, [52]. Das verbesserte Uberleben (overall
survival, OS) von HPV-positiven Patient:innen nach Radiochemo-, oder alleiniger Radiothe-
rapie ist in vielen klinische Studien beobachtet worden und exemplarisch in Abbildung [5| A
dargestellt. Vor allem in lokal fortgeschrittenen Stadien zeigt sich zwischen HPV-positiven
und HPV-negativen Patient:innen ein unterschiedliches Ansprechen auf die Therapie. Die-
ses ist unabhangig davon, ob diese mit Chemo- oder alleiniger Strahlentherapie behandelt
werden [52), 63]. Die Mechanismen, die dieser erhohten Strahlenempfindlichkeit zugrunde
liegen, sind noch nicht vollstédndig geklart und werden zum Teil kontrovers diskutiert. Zu-
néchst einmal sind Patient:innen mit einer HPV-positiven Erkrankung tendenziell jiinger
und weisen seltener Komorbiditdten und eine Raucheranamnese auf. Jedoch variieren diese
Tendenzen zwischen den Patient:innenkohorten und reichen nicht aus, um das verbesserte
Ansprechen, welches in einer Vielzahl von Studien beobachtet wurde, zu erkléaren [63]. Es gibt
zwei Haupttheorien, die versuchen, das verbesserte Therapie- Ansprechen von HPV-positiven
Tumoren aus biologischer Sicht zu erkldren. Eine Theorie ist die erhdhte Immunogenitét
HPV-positiver Tumore [18| 64]. Die andere, eine erhohte zelluldre Strahlenempfindlichkeit,
die durch einen Defekt bei der Reparatur von strahleninduzierten DNA-DSB verursacht
wird [23] 65]. Im Labor fiir Strahlenbiologie konnte in Vorarbeiten bereits auf zelluldrer
Ebene eine erhohte Strahlenempfindlichkeit der HPV-positiven HNSCC-Zelllinien beobach-
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tet werden [22]. Diese Ergebnisse sind in Abbildung [5| B dargestellt. In der Abbildung ist
das Zelliiberleben nach Bestrahlung fiir HPV-positive und HPV-negative Zelllinien gezeigt.
Es ist zu erkennen, dass HPV-positive HNSCC-Zelllinien im Durchschnitt radiosensibler
sind als HPV-negative Zellen. Auch in der Literatur wurde diese Beobachtung mehrfach
bestéatigt [65, 66]. Als Ursache fiir die hohere Radiosensibilitat konnte in der Arbeitsgruppe
von PD Dr. T. Rieckmann, auf Basis der Anzahl residueller Reparaturfoci ein Defekt in
der DSB-Reparatur nachgewiesen werden [22]. Seitdem wurden in einer Reihe von Arbeiten
verschiedene Mechanismen fiir den DSB-Reparaturdefekt beschrieben, wie z. B. ein Defekt
in der HR [67, 68|, eine verstérkte Nutzung der alt-EJ durch einen Mangel an HR [69] oder
ein vermehrter Einsatz der alt-EJ aufgrund verringerter NHEJ [36]. Auch wenn die genaue
molekulare Natur noch umstritten und die Erklarungen zum Teil widerspriichlich sind, wur-
de das Vorhandensein einer intrinsischen Radiosensitivitit und eines DSB-Reparaturdefekts
jedoch wiederholt bestétigt.
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Abb. 5: Vergleich der Strahlenempfindlichkeit von HPV-positiven und HPV-
negativen HNSCC. (A): Dargestellt ist das Uberleben von Patient:innen mit
HPV-positiven und HPV-negativen OPSCC nach Strahlentherapie (plus Chemothe-
rapie). Die Abbildung ist modifiziert aus [70]. (B): Die zelluldre Strahlenempfind-
lichkeit von HNSCC-Zelllinien. Gezeigt ist das Uberleben von HPV-positiven und
HPV-negativen Zelllinien nach Bestrahlung im delayed-plating Koloniebildungstest.
Die HPV-positiven Zelllinien sind im Durchschnitt radiosensibler als die HPV-
negativen Zellen. Die Abbildung ist entnommen aus [22].
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Trotz dieser nachgewiesenen strahlenbiologischen Unterschiede, gibt es bisher noch keine
Unterschiede in der Behandlungsstrategie der beiden Patient:innengruppen. Wahrend in
HPV-negativen HNSCC die Heilungsraten noch weiter erhéht werden sollten, steht bei Pa-
tient:innen mit HPV-positiven HNSCC eine sichere Deintensivierung der Therapie im Vor-
dergrund. Diese Patient:innen haben meist eine gute Prognose, leiden aber besonders unter
der starken Toxizitdt und den irreversiblen Nebenwirkungen der Therapie.

1.5.4 Zielgerichtete Therapie und Deintensivierung

Das einzig zugelassene molekulare Targeting in HNSCC ist der Einsatz des anti-epidermal
growth factor receptor (EGFR) Antikorpers Cetuximab, nachdem in einer Phase-3-Studie
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fiir HNSCC-Patient:innen bei Radiotherapie plus Cetuximab hohere Uberlebensraten be-
obachtet wurden als bei alleiniger Radiotherapie [71]. Cetuximab sollte das Zytostatikum
Cisplatin in der Therapie ersetzen und so die Toxizitdt der Therapie unter Beibehaltung
der vollen Strahlendosis reduzieren. Allerdings wird dies mittlerweile kritisch gesehen, da
sich die Kombination aus Radiotherapie plus Cetuximab wiederholt dem aktuellen Standard
aus Radiotherapie plus Cisplatin unterlegen gezeigt hat [72|. Besonders deutlich ist dies in
den HPV-positiven HNSCC, da drei unabhéngige Phase-3-Studien, an denen mehr als 1000
Patient:innen teilnahmen, eine Unterlegenheit dieses Deintensivierungskonzepts zeigten und
zudem keine geringere Toxizitdt nachweisen konnten [73-75]. Im Einklang mit diesen ne-
gativen klinischen Ergebnissen konnte im Labor fiir Strahlenbiologie bereits zuvor gezeigt
werden, dass HPV-positive HNSCC-Zellen in wvitro nicht von Cetuximab radiosensibilisiert
werden [76]. Zusétzlich wurde der Einsatz von Cetuximab auch in einer Phase-3-Studie in
HPV-positiven und HPV-negativen HNSCC untersucht; hierbei ersetzte Cetuximab nicht
das Cisplatin sondern wurde zusétzlich zum Cisplatin und der Radiotherapie gegeben. Aller-
dings zeigte sich auch in dieser Studie kein Vorteil von Cetuximab gegeniiber dem alleinigen
Einsatz von Cisplatin [77]. Neben des Einsatzes von Cetuximab, bietet die Immuntherapie in
HNSCC die einzige weitere Moglichkeit einer zielgerichteten Therapie; bisher allerdings nicht
in Kombination mit Bestrahlung. Seit 2016 werden Inhibitoren der Programmed-cell-death-
1 (PD-1)/Programmed-cell-death-1-ligand-1 (PDL1) Rezeptoren als Therapie bei HNSCC
eingesetzt um eine Immunantwort gegen die Tumoren zu aktivieren. Allerdings sprechen
nur 10 % bis 20 % aller HNSCC-Patient:innen auf diese Therapieform an und es gibt derzeit
noch keine Moglichkeit diese Patient:innengruppe vor Therapiebeginn zu selektieren [78,
79]. Eine Phase-3-Studie zur Kombination von Immuntherapie und Radiochemotherapie
an der fast 700 Patient:innen mit HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC teilnahmen,
wurde kiirzlich abgebrochen, da sich der kombinierte Therapiearm der alleinigen Radio-
chemotherapie unterlegen zeigte [80]. Ein weiteres Forschungsgebiet ist der Einsatz von
Gold-Nanopartikeln, um den Effekt von Bestrahlung und Chemotherapie zu erhéhen. Erste
Ergebnisse sind vielversprechend, doch bisher haben diese noch keinen Einzug in die Klinik
gehalten [81, [82].

Auf der Suche einer verbesserten Therapie von HNSCC, wird auch intensiv an potenziel-
len Tumormarkern geforscht. Diese sollen genutzt werden, um die HNSCC-Patient:innen
zu identifizieren, welche von einer Intensivierung oder Deintentensivierung profitieren wiir-
den oder auf spezifische zielgerichtete Therapie ansprechen wiirden [51} 83, |84]. Insgesamt
beschéftigt sich die Mehrzahl der aktuell meist préklinischen Studien zu zielgerichteten The-
rapien mit spezifischen Tumoreigenschaften und direkter anti-Tumorwirkung und, trotz der
hohen Relevanz der Radiotherapie, nur eine Minderheit der Studien mit einer tumorspezi-
fischen Verstiarkung der Strahlenwirkung. Der direkteste Ansatz zur Radiosensibilisierung
wére eine Inhibition der DNA-Reparatur und der DNA-Schadensantwort.
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1.5.5 Radiosensibilisierung in HNSCC - Duale Inhibition von
PARP/Weel

In dieser Arbeit wurde die Radiosensibilisierung von HNSCC-Tumorzelllinien mittels eines
dualen Targeting-Ansatzes untersucht. Es erfolgte die Inhibition der DNA-Reparatur und
der Zellzyklus-Kontrollpunkte mittels einer kombinierten Inhibition von PARP und Weel.
Das Enzym PARP ist in der DNA-Reparatur von besonderer Relevanz und die Inhibition
von PARP kann zu replikationsassoziierten DSB fiihren. Der in dieser Arbeit eingesetzte
Inhibitor Olaparib ist ein bereits klinisch zugelassener PARP-Inhibitor und wird bei der Be-
handlung von Eierstockkrebs sowie Brust- und Prostatatumoren eingesetzt; vor allem, wenn
diese bestimmte Mutationen aufweisen, die eine Inhibition der DSB-Reparatur uber die HR
zur Folge haben [45]. Bisher allerdings noch ohne Bestrahlung. Die Inhibition von Weel ver-
hindert die Ausfiihrung der strahleninduzierten Intra-S/Ga-Zellzyklus-Kontrollpunkte und
erhoht den Replikationsstress in den Zellen. In dieser Arbeit wird der Weel-Inhibitor Ada-
vosertib verwendet, welcher bereits in aktuellen Studien eingesetzt wird [46, 47, 85]. Wei-
tere Informationen zu den molekularen Wirkungsweisen der Inhibitoren finden sich in Ab-
schnitt [.4.4]

In der Arbeitsgruppe von PD Dr. T. Rieckmann wurden bereits erste Vorarbeiten zum
Konzept der dualen Inhibition von PARP und dem strahleninduzierten Zellzyklus-Arrest
an HPV-positiven HNSCC-Zelllinien durchgefiihrt. Dabei hat sich gezeigt, dass sowohl die
Inhibition des Ga-Zellzyklus-Kontrollpunktes [86] als auch die Inhibition von PARP die
HNSCC-Zelllinien radiosensibilisieren konnte [76]. Die stérkste Radiosensibilisierung zeig-
te sich allerdings fiir die Kombination aus dem PARP-Inhibitor Olaparib und den Chkl-
Inhibitor PF-00477736 [76]. Die Mechanismen der Radiosensibilisierung sind damals aller-
dings nicht im Detail untersucht worden und zudem haben sich die damals verfiigharen
Chk1-Inhibitoren in der Klinik unabhéngig von der Strahlentherapie als zu toxisch erwie-
sen. Es folgten weitere Arbeiten, in denen auch fiir die Kombination aus Chkl- und Weel-
Inhibition eine effektive Radiosensibilisierung HPV-positiver HNSCC-Zelllinien erreicht wer-
den konnte [87]. Fiir die in den Zelllinien beobachtete Sensibilisierung kénnen verschiedene
Mechanismen verantwortlich sein. Es wurde beschrieben, dass HPV-positive HNSCC-Zellen
Defekte in den vorrangigen DSB-Reparaturwegen HR oder NHEJ aufweisen und daher auf
das PARP-abhéngige alt-EJ angewiesen sind [36, (69} 88]. Aufgrund ihrer ineffektiven DSB-
Reparatur sind diese Zellen zudem auf einen tiefgreifenden und lang anhaltenden Go-Arrest
angewiesen, um strahleninduzierte DSB vor dem kritischen Durchgang durch die Mitose zu
reparieren [22, 87, 89]. Angesichts der potenziellen, auf der S/Go-Phase basierenden Me-
chanismen und der bestehenden Vorarbeiten, ist es leicht vorstellbar, dass die kombinierte
Hemmung von PARP und den S/Gg-Zellzyklus-Kontrollpunkten eine besonders wirksame
Behandlungsoption fir HPV-positive HNSCC-Zellen darstellen kénnte. Aber auch in einer
Reihe anderer Krebsarten wurde fiir die kombinierte Inhibition von PARP und Weel in préa-
klinischen Studien eine radiosensibilisierende Wirkung nachgewiesen [90H92|. Zwar ist der
Go-Arrest in HPV-negativen Zelllinien weniger stark ausgeprigt, aber auch in diesen Zellen
konnte der Mechanismus der dualen Inhibition wirksam sein, zumal die zu erwartenden Sché-
den durch PARP-Inhibition in der S- und Gs-Phase die Notwendigkeit fiir Zellzyklus-Arrest
erhohen konnten. Die Prognose fiir Patient:innen mit HPV-negativen HNSCC ist schlecht.
Eine effektive Radiosensibilisierung kénnte méglicherweise helfen, das Uberleben dieser Pati-
ent:innengruppe zu verbessern. Zudem vertragen nicht alle Patient:innen die Chemotherapie
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mit Cisplatin und die Auswahl alternativer Therapieoptionen ist stark begrenzt |51} (93} 94].

1.6 Ziel der Arbeit

Es konnte bereits vielfach gezeigt werden, dass Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC
im Vergleich zu solchen mit HPV-negativen HNSCC besser auf die Strahlentherapie anspre-
chen und daher eine gute Prognose besitzen [51, 94]. Bereits auf zelluldrer Ebene konnte die
erhohte Strahlenempfindlichkeit von HPV-positiven HNSCC-Zelllinien nachgewiesen wer-
den [22]. Die Toxizitat der multimodalen Therapie von HNSCC ist allerdings hoch und
viele Patient:innen leiden noch Jahre spater unter den irreversiblen Nebenwirkungen. Zu-
dem steigt die Anzahl an Menschen mit HPV-positiven HNSCC weiterhin stark an und
aufgrund ihres oft relativ jungen Alters sind diese Patient:innen durch die Spétfolgen der
Therapie fiir viele Jahre im Alltag und Beruf eingeschrankt [51}, [55, 94]. Die Prognose fiir
Patient:innen mit HPV-negativen HNSCC ist deutlich schlechter, allerdings leiden auch
diese Patient:innen unter der hohen Toxizitdt der Therapie. Eine Deintensivierung der Be-
handlung ist demnach von grofler Dringlichkeit, was durch die hohen Suizid-Raten von
Kopf-Hals-Tumorpatient:innen nach abgeschlossener Therapie noch verdeutlicht wird [62].
In vielen Féllen ist eine weitere Optimierung der Bestrahlungsplanung und eine vollstén-
dige Schonung der umgebenden Risikoorgane und des Normalgewebes nicht moglich. Eine
préazisere Positionierung der Dosis im Zielvolumen, z. B. durch Bestrahlung mit Protonen,
ist aufgrund der hohen Kosten fiir viele Kliniken nicht durchfiihrbar. Um die Behandlung
dennoch deintensivieren zu kénnen, werden verschiedene molekulare Ansétze einer zielge-
richteten Therapie untersucht. Eine Moglichkeit der Radiosensibilisierung ist die Inhibition
der DNA-Reparatur und DNA-Schadensantwort. Indem Komponenten der zelluldren DNA-
Schadensantwort inhibiert werden, konnten die bereits strahlenempfindlichen HPV-positiven
Tumoren weiter radiosensibilisiert werden. Dies konnte eine Option darstellen, die Strahlen-
dosis und die damit einhergehenden Nebenwirkungen zu reduzieren. Die HPV-negativen Tu-
more sind strahlenresistenter und eine Deintensivierung der Therapie fiir diese Patient:innen
keine Option. Eine Radiosensibilisierung der Tumorzellen wiirde allerdings eine Intensivie-
rung der Therapie bei Beibehaltung der Strahlendosis ermdéglichen und kénnte somit zu
einer besseren Prognose fithren. Zudem gibt es eine relevante Gruppe von Patient:innen, die
eine begleitende Chemotherapie nicht vertragen und eine wirksame Alternative bendtigen.
In der vorliegenden Dissertation wurde eine Inhibition der DNA-Reparatur mittels PARP-
Inhibition in Kombination mit einer Inhibition der Zellzyklus-Kontrollpunkte mittels Weel-
Inhibition untersucht, um die strahlentherapeutische Behandlung von Patient:innen mit
HNSCC zu verbessern. Das Ziel der dualen Inhibition mit den entsprechenden Inhibito-
ren Olaparib und Adavosertib ist eine Radiosensibilisierung von HPV-positiven und HPV-
negativen Kopf-Hals-Tumorzelllinien. Um die Mechanismen der Radiosensibilisierung zu
untersuchen, wurde der Einfluss der dualen Inhibition auf die Proliferation, den Zellzyklus
und die Reparatur von strahleninduzierten Doppelstrangbriichen analysiert.
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2.1 Strahlungsquelle und Zubehor

Die Bestrahlung erfolgte in einer Gulmay Rontgenrohre (Gulmay RS225, Gulmay Medical
Ltd., Suwanee, GA, USA) mit einer 0.8 mm Be + 0.5 mm Cu-Filterung. Das Spektrum der
Rontgenrohre ist in Abbildung im Anhang dargestellt. Die Dosisrate in Abhéangigkeit
vom Tischabstand ist in Abbildung A gezeigt. In der Rontgenrdhre ist ein wasser-
gekiihlter Rontgenstrahler mit Wolfram-Anode (MXR-225/22) verbaut. Dieser erlaubt die
Auswahl zwischen zwei Brennfleckgréfien. In dieser Arbeit wurde eine Brennfleckgréfie von
5.0 mm genutzt.

Die Gulmay Rontgenrohre wird einmal im Jahr von einer externen Firma gewartet, da-
bei werden unter anderem die Kiihlung, der Rontgenstrahler und die Filter kontrolliert.
Zusatzlich zur jéahrlichen Kontrolle, wurde die Dosishomogenitit im Bestrahlungsfeld von
Dr. Tobias Gauer aus der Medizinphysik des UKE vermessen. Die Kontrolle erfolgte mit
Hilfe eines Film-Dosimeters (GafChromic EBT3, GafChromic™, NJ, USA) und eines Plat-
tenphantoms aus wasserdquivalentem weilem Polystyrol (RW3-Material, Easy Slab, LAP,
Liineburg). Getestet wurden entsprechende Bestrahlungszeiten fiir eine Dosis von 2 Gy beim
Fadenkreuz, fiir Tischabstédnde von 230 mm, 272 mm, 335 mm und 433 mm. Die relative Do-
sisabweichung zur Dosis am Fadenkreuz (Tischmittelpunkt) ist in Abbildung B als
Beispiel fiir einen Tischabstand von 272 mm gezeigt. Basierend auf diesen Messungen wur-
den auf einer Kunststoffplatte die Bereiche der 95 % Isodosen markiert.

Eine Eichung der Rontgenrohre erfolgt routinemifig alle 4 bis 8 Wochen sowie nach Repa-
raturen oder baulichen Verdnderungen. Mit Hilfe einer Ionisationskammer und eines Kon-
trollpriaparates (%Sr, d, /2 = 28.8 Jahre) wird dabei die Wasserenergiedosis bestimmt. Diese
entspricht in etwa der Dosis, die auch Zellen in einer Zellkulturflasche erhalten. Kommt es
zu Abweichungen zwischen Soll- und Ist-Dosis, kann es notwendig sein, die Tischabstédnde
beziiglich der Dosisraten anzupassen.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Zelllinien

In der vorliegenden Dissertation wurde mit sechs humanen strahlenempfindlichen HPV-
positiven Zelllinien (UD-SCC-2, UM-SCC-47, UPCI-SCC-154, UPCI-SCC-90, 93-VU-147T,
UT-SCC-45) und drei humanen radioresistenten HPV-negativen Zelllinien (HSC4, SAS,
UT-SCC-60A) gearbeitet. Eine Ubersicht zu Ursprungsort und Herkunft der Zelllinien findet
sich in der nachfolgenden Tabelle.
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Zelllinie Ursprungsort Herkunft

UD-SCC-2 Hypopharynx Prof. Thomas Hoffmann,
Universitat Diisseldorf, Deutschland

UM-SCC- 47  Zunge, lateral Prof. Thomay Carey,
Universitdt Michigan, USA

UPCI-SCC-154 Oropharynx/Mundhohle (Zunge)  Deutsche Sammlung fiir Mikroorga-
nismen und Zelllinien (DSMZ)

UPCI-SCC-90 Oropharynx Deutsche Sammlung fiir Mikroorga-
nismen und Zelllinien (DSMZ)
93-VU-147T  Mundhéhle (Mundboden) Prof. Johann de Winter,
Universitdt Amsterdam, Niederlande
UT-SCC-45 Mundhohle (Mundboden) Prof. Reidar Grenman,

Universitat Turku, Finnland

HSC4 Zunge Prof. Michael Baumann, Deutsches
Krebsforschungszentrum (DKFZ)

SAS Zunge Prof. Michael Baumann, Deutsches
Krebsforschungszentrum (DKFZ)

UT-SCC-60A  Tonsille Prof. Reidar Grenman,
Universitdt Turku, Finnland

2.2.2 Tumormaterial

In Ergidnzung zu den Versuchen in den Zelllinien wurde in dieser Dissertation mit ex vivo
Gewebeschnitten gearbeitet. Fiir diese Gewebeschnitte wurde frisches Tumormaterial von
Patient:innen mit Oropharynxkarzinom (OPSCC) verwendet, die am Universitatsklinikum
Hamburg-Eppendorf behandelt wurden. Die Probenentnahme erfolgte wiahrend eines chir-
urgischen Eingriffs oder einer Panendoskopie mit der Methode des scharfen Schneidens, um
Scherkrafte am Gewebe zu minimieren. Anschliefend wurde das Material zum Transport
in steriles Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM) iiberfithrt und in der Regel spétes-
tens 30 min nach der Entnahme mit der Aufbereitung des Tumormaterials begonnen. Die
Probenentnahme und Verarbeitung erfolgten in Ubereinstimmung mit der Deklaration von
Helsinki des Weltéarztebundes und den Richtlinien fiir Versuche am Menschen der Landes-
arztekammer Hamburg. Alle Patient:innen erteilten die schriftliche Einwilligung, dass das
ihnen entnommene Gewebe fiir Forschungszwecke verwendet werden darf. Die Entnahme
von Kopf-Hals-Tumorgewebe im Rahmen der HNO-Biobank wurde dem Hamburgischen
Beauftragten fiir Datenschutz und Informationsfreiheit (HmbBfDI) geméafl den Gesetzen
(§12 HmbKHG) angezeigt. Die Auswertung der klinischen Daten wurde durch eine Pati-
ent:inneneinwilligung und durch lokale Gesetze (§7, §8, §12 HmbKHG) genehmigt. HPV-
und pl6-Status der Tumore wurden im Rahmen der klinischen Routinecharakterisierung
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mittels E6- und E7-Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) und an-
schlieBender Sequenzierung der PCR-Produkte sowie durch immunhistochemische Farbung
fiir p16 untersucht. Die Verarbeitung der ez vivo Gewebeschnitte erfolgte in Zusammenar-

beit mit Dr. med. Henrike Zech [95].

2.2.3 Medien in der Zellkultur

Bezeichnung

Hersteller

Amniomax

Amphotericin B

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline (PBS)
EmbryoMax Nucleosides (100x)

Fétales Rinderserum Superior (FBS)
Penicillin-Streptomycin (P/S)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
Trypsin EDTA

Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Gibco, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.
Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA
Louis, MO, USA
Louis, MO, USA
Louis, MO, USA
Louis, MO, USA
Louis, MO, USA
Louis, MO, USA

43



2 Material

2.3 Antikorper

2.3.1 Primire Antikorper
In Zellkultur

Antikorper Spezies Klonalitdt ~ Verdiinnung Hersteller
Anti-Geminin Kaninchen polyklonal  1:3000 Invitrogen,
Waltham, MA, USA;
#10802-1-AP
Anti-phospho-Histone Kaninchen polyklonal  1:1000 Merck KGaA, Darmstadt;
H3 (p-H3) #06-570
Anti-phospho-Histone Maus monoklonal 1:1000 ProteinTech Group, Inc,
H2AX (Ser139) Rosemont, 1L, USA;
#05-636-1; Klon JBW301
anti-53BP1 Kaninchen polyklonal  1:1000 Novus Biologicals,
Littleton, CO, USA;
#NB100-305
anti-53BP1 Maus monoklonal 1:750 Merck KGaA, Darmstadt;
#612522; Klon 19/53BP1
In ex vivo Gewebekultur
Antikorper Spezies Klonalitdt ~ Verdiinnung Hersteller
Anti-phospho-Histone Maus monoklonal 1:500 ProteinTech Group, Inc,
H2AX (Ser139) Rosemont, IL, USA;
#05-636-1; Klon JBW301
anti-p63 [4A4] Maus monoklonal 1:500 abcam, Boston, MA, USA;
#ab735; Klon [4A4]
anti-53BP1 Kaninchen polyklonal  1:500 Novus Biologicals,

Littleton, CO, USA;
#NB100-305
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In Zellkultur

2 Material

Antikorper Spezies Klonalitdt  Verdinnung Hersteller

Alexa Fluor® 594 Ziege polyklonal  1:1000 Thermo Fisher Scientific,

goat-anti-mouse Waltham, MA, USA;
#A11005

Alexa Fluor® 488 Ziege polyklonal  1:1000 Thermo Fisher Scientific,

goat-anti-rabbit Waltham, MA, USA;
#4412

DyLight® 488 Ziege polyklonal  1:1000 Jackson ImmunoResearch,

goat-anti-mouse Philadelphia, PA, USA;
#115-545-146

In ex vivo Gewebekultur

Antikérper Spezies  Klonalitdt  Verdinnung Hersteller

Alexa Fluor® 594 Ziege polyklonal  1:500 Thermo Fisher Scientific,

goat-anti-mouse Waltham, MA, USA;
#A11005

Alexa Fluor® 488 Ziege polyklonal  1:500 Thermo Fisher Scientific,

goat-anti-rabbit

Waltham, MA, USA;
#4412

2.4 Chemikalien, Reagenzien und Puffer

2.4.1 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Hersteller

Aceton (Chemsolute)

Adavosertib (AZD1775, MK-1775)

Bovines Serum Albumin (BSA)

Coulter Isoton™ II Losung

4'6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Hamburg
Selleckchem, Houston, TX, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Beckman Coulter™ Brea, CA, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
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EdU-Click 488

Ethanol (Chemsolute)

Ethanol (absolute for analysis)
Immersionsol (Immersol™)
Kristallviolett (Certistain®)

MACS Quant Storage Solution

MACS Quant Running Buffer

MACS Bleach Solution
Natriumdodecylsulfat (SDS)

Olaparib (AZD2281, Ku-0059436)
Para-Formaldehyd, in PBS pH 7.4
Saccharose

Tissue-Tek®

Triton™ X-100

Tween® 20

Vectashield (Antifade-Mounting-Medium,)

baseclick GmbH, Neuried

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Hamburg
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Merck KGaA, Darmstadt

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
MyBiosource, San Diego, CA, USA
Morphisto GmbH, Offenbach am Main
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sakura Finetek Europe HQ, Niederlande
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA

2.4.2 Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Blockier-/Permeabilisierungslésung
Waschpuffer

Blockierlosung ez vivo (IF)
Permeabilisierung ez vivo (IF)
Waschpuffer ez vivo (IF)
Saccharose 20 %

1 % BSA + 0.2 % Triton X-100 in PBS
0.5 % BSA + 0.1 % Triton X-100 in PBS
3 % BSA in PBS

1 % SDS in PBS

0.5 % Tween20 in PBS

20 % Saccharose in PBS
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2 Material

Bezeichnung

Hersteller

Deckgléser (@15 mm)

Deckgléser (24x60 mm)
Filtergewebe (Gaze)
Kryoréhrchen (CryoPure)
Membranen (Millicell®)
Nitril-Handschuhe, Gr. S
Objekttrager (Superfrost)
Pipettenspitzen 0.5l bis 10 pl
Pipettenspitzen 10l bis 100 nl
Pipettenspitzen 100 pl bis 1000 pl
Reaktionsgefafl 1.5 ml

Rohre 15 ml (Cellstar®)

Rohre 50 ml

Serologische Pipetten 2ml, steril
Serologische Pipetten 5ml, steril
Serologische Pipetten 10 ml, steril
Serologische Pipetten 50 ml, steril
Skalpell, Fig.10
Zellkulturflaschen T25
Zellkulturflaschen T75
Zellkulturflaschen T175
Zellkulturplatte 6-wells
Zellkulturplatte 12-wells

Epredia, Portsmouth, NH, USA

Engelbrecht GmbH, Edermiinde (Besse)

Sefar AG, Heiden, Schweiz

Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht
Merck KGaA, Darmstadt

Ansell, Briissel, Belgien

Epredia, Portsmouth, NH, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
B. Braun Aesculap®, Tuttlingen
Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Niumbrecht
Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht
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2.6 Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Brutschrank

Gewebezerhacker (Tissue Chopper)

Kryostat (Microm HM550)

Durchflusszytometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

H. Saur Laborbedarf, Reutlingen
Epredia, Portsmouth, NH, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

(MACSQuant Analyzer 10)
Mikroskop (Observer.Z1)
Pipette 0.5 ul bis 10l
Pipette 10l bis 100l

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Eppendorf SE, Hamburg
Eppendorf SE, Hamburg
Pipette 100l bis 1000 pl
Rontgenrohre (RS225)
Rolltisch (RS-TRDY5)
sterile Sicherheitswerkbank (Hera safe) Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA
Kern & Sohn GmbH, Balingen
Beckmann-Coulter™ Brea, CA, USA

Eppendorf SE, Hamburg
Gulmay Limited, Byfleet, UK

Phoenix Instrument GmbH, Garbsen

Waage (Precision Balance)

Zellzahler (Coulter Counter)
Zentrifuge (Centrifuge 5425)
Zentrifuge (Mega Star 3.0R)

Eppendorf SE, Hamburg
VWR International, Radnor, PA, USA

2.7 Software

Programm Entwicklung

Axio-Vision Rel. 4.9 Carl Zeiss Microscopy GmbH, Gottingen
Flow Logic 7.2.1
GraphPad Prism 6, Version 6.07  GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA
ImagelJ 1.53k [96]
MACSQuantify™ Software
ModFit LT, Version 3.2

R, Version 3.6.3 [97]

Inivai Technologies Pty. Ltd., Australien

Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Verity Software House, Inc., Topsham, ME, USA
The R Core Team, Osterreich
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3.1 Bestrahlung mit Rontgenstrahlung

Die Zellen und die ez vivo Gewebeschnitte wurden bei Raumtemperatur (RT) mit einer
Rontgenrohre (Gulmay RS225, Gulmay Medical Ltd., Suwanee, GA, USA) bestrahlt. Die
Bestrahlung erfolgte bei 200kV und 15 mA mit einer Dosisleistung von 2 Gy/min. Die Do-
sisleistung kann dabei iiber den Tischabstand eingestellt werden. Im Bestrahlungsfeld der
Rohre liegt eine Kunststoffplatte, auf der die 95 % Isodosen eingezeichnet sind. Innerhalb
dieser Bereiche befindet sich ein sehr homogenes Strahlungsfeld mit weniger als 5 % Dosis-
abweichung (s. Abbildung B). Das Intensitdtsmaximum der eingesetzten 200 keV Ront-
genstrahlung liegt bei etwa 60 keV bis 70keV (s. Abbildung; in diesem Bereich stellt der
Photoeffekt die dominierende Wechselwirkung dar. Aufgrund der Abhéngigkeit des Photo-
effekts von der Ordnungszahl fiithrt das Einbringen von Deckglisern aus Glas (Z = 14) zu
einer erhhten Anzahl von Sekundérelektronen (vgl. Abhéngigkeit in Gleichung[1.7). In der
Literatur konnte gezeigt werden, dass sich die Anzahl residueller Reparaturfoci bei 80 keV
Photonenstrahlung im Vergleich zu auf Kunststoff wachsenden Zellen durch diesen Effekt
verdoppeln kann [98]. Mit steigender Energie der Photonen reduzierte sich der Einfluss der
Deckgléaser wieder deutlich. Die Analyse residueller Reparaturfoci erfolgte in dieser Arbeit
entweder in Zellen, die auf Deckgldsern wuchsen oder in ex vivo Gewebeschnitten, die auf
sich auf Membranen befanden. Es fand kein quantitativer Vergleich zwischen den beiden
Systemen statt. Zudem konnten in der Literatur keine Verdnderungen in der Reparaturki-
netik gezeigt werden [9§]. Es ist daher davon auszugehen, dass dieser Effekt fiir die Analyse
der residuellen Reparaturfoci in der vorliegenden Arbeit nicht von Bedeutung ist.

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte in Zellkulturflaschen oder 6-well Platten aus Polystyrol
(CsHsg, PS). Der Deckel und die Oberseite der Flaschen haben etwa eine Stérke von 1 mm bis
2mm. Die Zellen sind mit Medium bedeckt, wiahrend die ex vivo Gewebeschnitte direkt an
die Luft grenzen. Polystyrol hat eine Dichte von 1.060 g/cm?® und weist ein dhnliches Streu-
und Absorptionsverhalten auf wie Wasser. Daher wird es auch als Material wasserdquiva-
lenter Phantome genutzt [1]. Bei Eichung der Réntgenrdhre wird mittels Ionisationskammer
die Wasserenergiedosis bestimmt, Beeinflussungen der Strahlendosis durch die Zellkultur-
flasche und das Medium kénnen somit vernachléssigt werden.

Die ex vivo Gewebeschnitte haben eine Dicke von 300 pm, die Abnahme der Dosisrate bei
Durchgang durch das Gewebe kann vereinfacht tiber das das Lambert-Beersche-Gesetz (Glei-
chung|L.4) abgeschétzt werden. Unter der Annahme, dass der Massenschwichungskoeffizient
und die Dichte des Tumorgewebes etwa dem von Weichteilgewebe bei 200 keV entsprechen
(u/p = 2.936:10~2cm? /g, p =1g/cm? [1]), ergibt sich bei Durchgang der Réntgenstrahlung
in den Gewebeschnitten eine Reduktion der Dosisrate um etwa 0.01 %. Demnach erhalten
fast alle Bereiche der ex vivo Gewebeschnitte die gleiche Dosis. Werden die fixierten Gewe-
beschnitte am Kryostaten geschnitten, ist es in Bezug auf die im Gewebe deponierte Dosis
daher nicht von Bedeutung, ob es sich um die Membran- oder die Luft-zugewandte Sei-
te der Gewebeschnitte handelt. Allerdings kann aufgrund der ausgepréigten Inhomogenitét
des Tumorgewebes nicht davon ausgegangen werden, dass der Massenschwéichungskoeffizient
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innerhalb des Gewebes konstant ist. In knorpeligen Tumorbereichen kommt es sehr wahr-
scheinlich zu einer starkeren Abschwéchung und Streuung. Die Abweichungen der Dosisrate
aufgrund dieser biologischen Schwankungen lassen sich nur in begrenztem Mafle abschétzen
und unterscheiden sich zwischen den einzelnen Gewebeschnitten.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultur

Die Arbeit in der Zellkultur erfolgte unter einer sterilen Sicherheitswerkbank. Sowohl bei
den HPV-positiven (UD-SCC-2, UM-SCC-47, UPCI-SCC-154, UPCI-SCC-90, 93-VU-147T,
UT-SCC-45), als auch bei den HPV-negativen Zelllinien (HSC4, SAS, UT-SCC-60A) han-
delt es sich um adhérent wachsende Zellen. Informationen zu HPV-Status und Herkunft
der Zelllinien finden sich in Tabelle Die Kultivierung in Zellkulturflaschen erfolgte bei
37°C, 5 % COz-Atmosphire und 100 % Luftfeuchtigkeit in Roswell Park Memorial Institute
(RPMI Zellkulturmedium) im Brutschrank. Dem RPMI-Medium wurden 10 % fotales Rin-
derserum (FBS) und 1 % Penicillin-Streptomycin (P/S) zugesetzt. Im Verlauf dieser Arbeit
wird fiir diese Mediums-Zusammensetzung zur Vereinfachung des Leseflusses nur noch die
Bezeichnung Medium verwendet. Ein Umsetzen der Zellen erfolgte in der Regel alle 3-5 Ta-
ge. Dafiir wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit Phosphat-gepufferter
Salzlosung (phosphate buffered saline, PBS) gespiilt. Um die Zellen abzuldsen, erfolgte die
Zugabe von Trypsin und die Zellen wurden bei 37 °C fiir 5 min bis 10 min inkubiert, bis sich
die Zellen vom Boden der Flasche gelost haben. Anschlieend wurde die Trypsin-Reaktion
durch Zugabe des Mediums gestoppt und die Zellen in Medium resuspendiert. Die Zellsus-
pension wurde verdiinnt und in frischen Zellkulturflaschen fiir Versuche oder zur weiteren
Kultivierung ausgelegt. Alternativ kénnen die auf diese Weise geernteten Zellen nachfol-
gend auch fir die Messung der jeweiligen Versuchsendpunkte eingesetzt werden. Je nach
Verdopplungszeit der Zelllinie wurden unterschiedliche Zellzahlen fiir die Versuche ausge-
sat. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte in isotonischer Losung ( Coulter Isoton II Lésung)
mit Hilfe eines Beckmann-Coulter-Zahlers. Die in den Versuchen ausgeséten Zellzahlen fin-
den sich in Tabelle im Anhang.

Behandlung der Zelllinien

Sofern nicht anders angegeben, erfolgte die PARP-Inhibition mit 1 pM Olaparib, die Weel-
Inhibition mit 240nM Adavosertib und die duale Inhibition mit Olaparib und Adavoser-
tib (Ola/Ada) in den gleichen Konzentrationen. Die Inhibitoren sind in Dimethylsulfoxid
(DMSO) gelost, daher erfolgte die Behandlung der negativen Kontrolle (Mock-Behandlung)
ebenfalls mit DMSO. Die verwendeten Konzentrationen der Inhibitoren basieren auf Vorar-
beiten [22, |87} 99]. Bei den Versuchen mit Nukleosid-Zugabe erfolgte die Supplementierung
mit Nukleosiden (EmbryoMax Nucleosides (100x)) in einem Verhéltnis von 1:12.5 zeitgleich
zur Inhibitorbehandlung.

In den HPV-positiven Zelllinien wurden die Zellen zusétzlich zur Nukleosid-Zugabe noch
mit Ethinyldesoxyuridin (EdU) behandelt, um die proliferierenden S-Phase-Zellen zu mar-
kieren. Dabei zeigte sich, dass bei gleichzeitiger Zugabe von Nukleosiden und EdU keine
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Farbung mit dem EdU-baseclick Kit moglich war. Die Ursache dafiir konnte sein, dass es
sich bei EAU um ein Thymidin-Analogon handelt, wodurch es zur Wechselwirkung mit den
zugegebenen Nukleosiden gekommen ist. Um dies zu vermeiden, erfolgten die Behandlung
mit EdU und die Zugabe der Nukleoside nacheinander. Zuerst wurde 1 ml des Mediums
aus den wells abgenommen und in einem sterilen 15 ml Réhrchen aufbewahrt. Anschlieend
erfolgte die Zugabe von EAU im Verhéltnis von 1:10000 zu dem 1 ml Medium, welches sich
noch im well befand. Nach 30 min wurde das EdU-behandelte Medium abgesaugt und der
Zellrasen vier Mal mit PBS gespiilt. Das vor der Behandlung abgenommene Medium (1 ml)
wurde wieder auf die Zellen gegeben und Nukleoside im Verhéltnis 1:12.5 hinzugegeben.
Die Bestrahlung mit 0 Gy und 2 Gy erfolgte 30 min nach Nukleosid-Zugabe.

3.2.2 Proliferation

Um den Einfluss der Inhibitorbehandlung auf das Wachstum der Zelllinien zu untersuchen,
wurden Wachstumskurven erstellt. Dafiir wurden die Zellen mit 4 ml Medium in T25er-
Zellkulturflaschen ausgesit und 4 h spéter mit den Inhibitoren (1 pM Olaparib, 240 nM Ada-
vosertib oder der Kombination Ola/Ada) behandelt. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte
an Tag eins, Tag drei und Tag fiinf in isotonischer Losung (Coulter Isoton IT Losung) mit
Hilfe eines Beckmann-Coulter-Zahlers.

Die Untersuchung des Zellwachstums unter Nukleosid-Einfluss erfolgte analog. Die Nukleo-
side wurden dafiir 4 h nach Aussaat im Verhéltnis 1:12.5 zu den Zellen gegeben.

3.2.3 Koloniebildungstest

Die Radiosensibilisierung der Zelllinien durch die Kombination aus Inhibitorbehandlung
und anschlieBender Bestrahlung, wurde im delayed-plating Koloniebildungstest untersucht.
Koloniebildungstests gelten als Goldstandard, um das klonogene Uberleben von Zelllinien
zu bestimmen. Dieses beschreibt das Langzeitiiberleben und die Fahigkeit der Zellen sich
unbegrenzt zu teilen [14, 100|. Fir den delayed-plating Koloniebildungstest wurden expo-
nentiell wachsende Zellen mit den Inhibitoren behandelt und nach 2h Inkubationszeit mit
0 Gy, 3 Gy und 6 Gy bestrahlt E Die Zellen wurden 24 h nach Bestrahlung in diinn definier-
ter Zellzahl in T25er-Zellkulturflaschen oder 6-wells ohne erneute Zugabe von Inhibitoren
in frischem Medium ausgeséit. Bei diesem Ansatz erfolgt die wesentliche DNA-Reparatur
unter den normalen Wachstumsbedingungen und normaler Zelldichte, wihrend die Zellen
beim sogenannten pre-plating zuerst in diinner Zellzahl vereinzelt ausgeséit werden und die
DNA-Reparatur nach Bestrahlung im Wesentlichen ohne direkte Zell-Zell-Kontakte statt-
findet. Die ausgelegten Zellzahlen sind von der Verdopplungszeit der Zelllinie abhéngig und
finden sich in in Tabelle im Anhang. Zusatzlich zur Radiosensibilisierung unter dualer
Inhibition, wurde auch der Einfluss der Nukleosid-Zugabe auf das Zelliiberleben untersucht.
Dabei erfolgte die Nukleosid-Supplementierung zeitgleich mit der Inhibitor-Zugabe.

Es ist bekannt, dass die Kooperation zwischen den Zellen (cell-cell-cooperation) im Kolo-
niebildungstest relevant sein kann und zu geringe Zellzahldichten die Ergebnisse verfalschen

!Die Bestrahlung der UT-SCC-45, UPCI-SCC-90 und der 93-VU-147T erfolgte mit 0 Gy, 2 Gy, 4 Gy und
6 Gy.
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kénnen [100]. Sogenannte Feederzellen bieten eine Moglichkeit, diesen Effekt zum Teil aus-
zugleichen. Um die Feederzellen zu erhalten, wurden unbehandelte Zellen mit 20 Gy letal
bestrahlt. Die Lebensdauer dieser bestrahlten Zellen ist begrenzt, allerdings geben sie bis zu
ihrem Tod Wachstumsfaktoren ab und unterstiitzen so die Proliferation der unbestrahlten
Zellen. Die Feederzellen sterben im Laufe der Inkubationszeit ab und bilden keine Kolonien.
Besonders UM-SCC-47 Zellen zeigen eine niedrige Ausplattierungseffizienz bei geringen Zell-
zahlen, jedoch sind aufgrund der hohen Strahlenempfindlichkeit fiir die behandelten Proben
hohe Zellzahlen nétig. Daher wurde hier die Zellzahl fiir alle Proben durch Zugabe von Fee-
derzellen auf ungefihr 10000 eingestellt, um die Ausplattierungseffizienz zu unterstiitzen.
Bei den besonders langsam proliferierenden UPCI-SCC-154 wurde das Medium drei Wochen
nach der Aussaat auf eine 1:1-Mischung aus RPMI + 10 % FBS + 1 %P /S und Amniomax
C-100 Medium + 7.5 % Amniomax Supplement + 7.5 % FBS umgestellt, um die Kolo-
niebildung zu erleichtern. Die Inkubation der ausgelegten Koloniebildungstests erfolgte bei
37°C, 5 % COz-Atmosphére und 100 % Luftfeuchtigkeit. Die Zeit bis zur Koloniebildung
variierte zwischen den Zelllinien von 2 bis 4 Wochen; bestrahlte Proben der Zelllinien ver-
blieben lénger im Brutschrank, da die Koloniebildung im Vergleich zu den unbehandelten
Proben erkennbar verzogert war. Bei ausreichender Koloniegrofie erfolgte die Fixation der
Zellen, indem das Medium abgesaugt und die Zellen mit 70 %-igen Ethanol fixiert wurden.
Anschlieflend erfolgte die Zugabe von Kristallviolett, um die Kolonien anzufirben. Nach
5min wurde das Kristallviolett abgenommen und die Zellkulturplatten mit Leitungswasser
gespiilt und iiber Nacht getrocknet. Zur Analyse des Zelliiberlebens wurde die Anzahl der
Kolonien mit mehr als 50 Zellen gezéhlt. Zudem wurde die Ausplattierungseffizienz (pla-
ting efficiency, PE) anhand der Formel bestimmt. Die PE beschreibt das Verhaltnis der
Anzahl (#) der entstandenen Kolonien zu den ausgesiten Einzelzellen und berechnet sich
iber:

PE — # der entstandenen Kolonien

-100 % 3.1

# ausgesite Zellen 0 (3.1)
Aus der Anzahl der Kolonien im Verhéltnis zur ausgesiten Zellzahl, lisst sich die Uberle-
bensrate (survival fraction, SF) der Zellen nach Bestrahlung berechnen [101]:

SF — # der entstandenen Kolonien nach Bestrahlung (3.2)
N # ausgesite Zellen - PE )

Zur Bestimmung der Uberlebensrate wird die Anzahl der Kolonien nach Bestrahlung verwen-
det, zudem erfolgte eine Normierung der einzelnen Dosispunkte auf die PE der unbestrahlten
Zellen.

3.3 Kultivierung der ex vivo Gewebeschnitte

Die Kultivierung der ez vivo Gewebeschnitte erfolgte weitestgehend nach der von Kocher et
al. fiir Gewebe der Prostata |102] und der von Berger et al. fiir HNSCC [103| beschriebenen
Methode. Die frischen Tumorproben wurden bei ausreichender Materialmenge zunéchst mit
einem Skalpell grob geteilt und dann mit dem Tissue Chopper in 400 pm diinne Scheiben
geschnitten. In einigen Féllen lies die Textur des Tumors oder ein Mangel an Material ein
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maschinelles Schneiden nicht zu. In diesen Féllen wurden die Proben manuell mit einem
scharfen Skalpell in diinne Scheiben geschnitten.

Zur Kultivierung der Schnitte wurden die wells einer 6-well Platte mit jeweils 1.4 ml DMEM,
dem 10 % hitzeinaktiviertes (30 min bei 56 °C) FBS, 1 % P/S und 1 % Amphotericin B zuge-
setzt wurden, befiillt und die Millicell®-Membranen (0.4 pm, @30 mm) hineingelegt. Dabei
wurde darauf geachtet, dass sich unter den Membranen keine Luftblasen befinden. Auf die-
sem Membranen wurden jeweils 2 bis 4 Gewebeschnitte kultiviert. Die wichtigsten Schritte
in der Verarbeitung der Tumorstiicke sind in einer Abbildung im Anhang gezeigt Die
Inkubation der Gewebeschnitte erfolgte so fiir 24 h an der Luft-Fliissigkeits-Grenzflache bei
37°C, 5 % CO2-Atmosphéare und 100 % Luftfeuchtigkeit iiber Nacht inkubiert, um sich zu
erholen und zu reoxygenieren. Am folgenden Tag erfolgte die Behandlung mit Inhibitoren
(DMSO, 240 nM Adavosertib, 1 pM Olaparib, Ola/Ada) und 2h spéter die Bestrahlung mit
0 Gy, 3 Gy und 6 Gy. Die Gewebeschnitte wurden 2 h, bzw. 24 h nach Bestrahlung fiir 1h in
4 % Formaldehyd in PBS gelegt, um sie zu fixieren. AnschlieBend wurden die Tumorproben
zweimal 1h mit PBS + 20 % Saccharose gewaschen und dann in Einbettmedium (Tissue-
Tek) eingebettet und bis zur Farbung bei —20°C gelagert. Proben, die nicht innerhalb von
zwei Wochen weiterverarbeitet werden konnten, wurden bei —80 °C eingefroren.

3.4 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Messungen ermoglichen die quantitative Analyse der molekularen
Eigenschaften von Zellen. Dabei werden die zu untersuchenden Zellen in einem Fliissig-
keitsstrom an einem Laser vorbeigefithrt und die Streuung des Anregungslichtes und das
emittierte Fluoreszenzlicht gemessen [14]. Das in Vorwértsrichtung gestreute Licht (forward
scatter, FSC) erlaubt Riickschliisse auf die Grofe der Zellen, wéhrend das im rechten Winkel
seitwértsgestreute Licht (side scatter, SSC) als Ma8 fiir die Granularitét der Zellen heran-
gezogen wird. Dariiber hinaus ist es moglich, spezifische Proteine mit Fluoreszenzmolekiilen
zu markieren und die relative Proteinfarbeintensitéit pro Zelle in Abhéngigkeit von der Zell-
zyklusphase zu bestimmen [14]. Im Rahmen dieser Dissertation erfolgte die Messung mit
dem Durchflusszytometer MACSQuant10 mit MACSQuantify Software und die Analyse in
der Flow Logic Software (Inivai Technologies Pty. Ltd.).

In der vorliegenden Arbeit wurde 4'6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) als Kerngegenfir-
bung verwendet. DAPI farbt den Zellkern an, indem es sich in die DNA einlagert und hat
sein Emissionsmaximum bei 461 nm (Filter 405/50 nm) [104]. Als Sekundéarantikérper wur-
de Alexa Fluor 488 (Filter 525/50 nm) verwendet. Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
erfolgte mit Lasern mit Wellenldngen von 405 nm und 488 nm. Anregungs- und Emissionss-
pektren der Farbstoffe sowie das diskrete Spektrum der anregenden Laser, sind in Abbil-
dung im Anhang gezeigt. In dieser Arbeit wurde mit den Antikérpern gegen phospho-
Histon H3 (p-H3) und yH2AX gearbeitet und diese jeweils mit dem sekundéren Antikorper
Alexa Fluor 488 detektiert. Alle Proben wurden vor der Messung im Durchflusszytome-
ter durch Filtergewebe (Gaze) filtriert, um die Zellen zu vereinzeln und ein Verstopfen des
Durchflusszytometers zu vermeiden. Bis zur Messung wurden die Proben dunkel und auf
Eis gelagert.

Im folgenden Abschnitt wird hiufig vom ,Waschen der Zellen“ gesprochen. Ein Wasch-
schritt umfasst: das Zellpellet in PBS (Waschpuffer) mit 0.5 % Bovinem Serum Albumin
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(BSA) + 0.1 % Triton X-100 resuspendieren, zentrifugieren (5 min bei 800 g), den Uberstand
abnehmen.

3.4.1 Zellzyklusanalyse

Zur Analyse der Zellzyklusverteilung wurden die Zellen in 6-well Platten ausgesdt und
tiber Nacht bei 37°C, 5 % COs-Atmosphére und 100 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am
nichsten Tag erfolgte die Behandlung mit Inhibitoren und 2 h spéter die Bestrahlung mit
0Gy, 3Gy und 6 Gy. Die HPV-negativen Zelllinien wurden 12h, die HPV-positiven 24 h
nach Bestrahlung geerntet und in 1.5 ml Reaktionsgeféfle tiberfiihrt. Nach der Zentrifugation
(5 min bei 300 g) wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in 70 %-igem eiskaltem
Ethanol fixiert. Anschlieend wurden die Zellen einmal mit Waschpuffer gewaschen und mit
1 % BSA + 0.2 % Triton X-100 in PBS (Blockierlosung) + DAPI (1ng/ml) fir 30 min
bei RT im Dunkeln inkubiert. Dann wurden die Zellen erneut einmal mit Waschpuffer
gewaschen und nun in 300l PBS resuspendiert. Der Anteil der Zellen in den jeweiligen
Zellzyklusphasen wurde mit der Software ModFit LT ™ mit Hilfe der Funktion Sync Wizard
berechnet.

3.4.2 Quantifizierung fluoreszierender Marker: YH2AX und p-H3

Zur Quantifizierung des Replikationsstressmarkers YH2AX und des Mitosemarkers p-H3
wurden die Zellen in der Durchflusszytometrie analysiert. Da die Phosphorylierung des
Histon H3 nur in der Mitose stattfindet, erlaubt der Einsatz des phospho-Histon H3 An-
tikorpers eine Anfarbung der mitotischen Zellen. Der Anstieg von YH2AX wird als Maf
fiir Replikationsstress verwendet (vgl. Abschnitt . Dafiir wurden die Zellen in T25er
Zellkulturflaschen ausgesdt und iiber Nacht inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Be-
handlung mit den Inhibitoren und 2h spéter die Bestrahlung. Die Fixation der Zellen mit
PBS + 4 % Formaldehyd (fiir 10 min) erfolgte 5h nach Bestrahlung mit 0 Gy und 6 Gy fur
die Untersuchung der mitotischen Zellen und 24 h nach Bestrahlung 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy
bei Analyse des Replikationsstressmarkers yYH2AX.

Zusatzlich zum Replikationsstress unter dualer Inhibition wurde die Reduktion des Anteils
an YH2AX-positiven Zellen nach Supplementierung von Nukleosiden untersucht. Dafiir er-
folgte die Nukleosid-Zugabe gleichzeitig mit der Inhibitorbehandlung. Fixiert wurden die
Zellen 4 h nach Inhibitor- und Nukleosid-Behandlung mit PBS + 4 % Formaldehyd.

Nach der Fixation wurden die Zellen mindestens 30 min bei RT (oder alternativ iiber Nacht
bei 4°C) in Blockierlésung blockiert und permeabilisiert. Anschlieend erfolgte die Mar-
kierung mit den spezifischen primiren Antikoérper (YH2AX bzw. p-H3). Dafiir wurden die
Zellen fiir 1h mit dem priméren Antikérper (1:1000) in Blockierlosung bei RT auf dem
Rollbrett inkubiert und anschlieBend dreimal gewaschen. Danach wurden die Proben mit
dem sekundéren Antikorper (1:1000) fir 1h bei RT auf dem Rollbrett inkubiert. Die DNA-
Gegenfiarbung erfolgte mit DAPT (1 ng/ml), das dem sekundéren Antikorper zugesetzt wur-
de. Dann wurden die Proben erneut drei Mal gewaschen und fir die durchflusszytometrische
Messung in 300 pl PBS resuspendiert.
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3.4.3 Analyse der Messdaten aus der Durchflusszytometrie in der
FlowLogic Software

Die Quantifizierung der Férbeintensitdt der YH2AX-Farbung und des Anteils an p-H3-
positiven Zellen erfolgte in der FlowLogic Software. Die Messdaten aus dem Durchflusszy-
tometer wurden im .mgd-Format in die Software geladen. In der Software wurden die jeweils
relevanten Messparameter (SSC, FSC, Fluoreszenzkanal FITC) ausgewéhlt und die Popu-
lationen der vYH2AX und p-H3-positiven Zellen gegated. Zusétzlich konnten der Mittelwert
und der Median der Farbeintensitét ausgegeben werden. Die Angabe der Signalintensitét er-
folgt dabei in willkiirlichen Einheiten (arbitrary units). In der Regel wurde mit dem Median
der Signalintensitit gearbeitet, da dieser weniger stark von Ausreilern beeinflusst wird.

3.5 Immunfluoreszenz - Analyse residueller
Doppelstrangbriiche

Wie auch in der Durchflusszytometrie werden in der Immunfluoreszenz (IF) Proteine mit
fluoreszierenden Antikérpern angefirbt. Die Verschiebung von Anregungs- und Emmission-
maxium (Stokes-Verschiebung) der Fluoreszenzfarbstoffe erlaubt die hochauflésende Dar-
stellung mikroskopischer Strukturen [105]. Im Anhang sind die Spektren von drei Fluo-
reszenzfarbstoffen, die in dieser Arbeit genutzt wurden dargestellt (Abbildung [A.5)). Die
IF kann genutzt werden, um noch nicht reparierte DSB sichtbar zu machen oder Zellen
in bestimmten Zellzyklusphasen zu markieren. Nach der Bildung von DSB kommt es zur
Akkumulation von DNA-Reparaturproteinen an der Bruchstelle. Werden diese mit fluo-
reszierenden Antikorpern sichtbar gemacht, erscheinen sie unter dem Mikroskop als leuch-
tender Focus. Diese Foci werden als DNA-Reparaturfoci bezeichnet und erlauben eine di-
rekte Quantifizierung von Strahlenschidden [29]. In dieser Arbeit erfolgte die Markierung
der DNA-Reparaturproteine YH2AX und des p53 binding protein 1 (53BP1). Zusétzlich
zu seiner Funktion als Marker fiir Replikationsstress, wird YH2AX von den Zellen fiir die
Markierung von DSB genutzt. Wie in Abschnitt beschrieben, wird H2AX zu Beginn der
DNA-Reparatur am Ort des DSB zu YH2AX phosphoryliert. An das yYH2AX lagern sich nun
weitere Proteine der DNA-Schadensantwort an, wie beispielsweise 53BP1. Es ist bekannt,
dass 53BP1 Foci zuverlissig mit yYH2AX Foci kolokalisieren [29]. Es ist also moglich, 53BP1
Foci alleine oder kolokalisiert mit YH2AX zu verwenden. Ein Anstieg der Anzahl residueller
DNA-Reparaturfoci deutet auf eine héhere Zahl nicht-reparierter DSB hin. Die Auszédhlung
der Reparaturfoci ermoglicht so eine Quantifizierung der nicht-reparierten DSB und kann
als Maf fiir die Radiosensibilisierung herangezogen werden [17]. In den HPV-positiven Zell-
linien wurde zusétzlich zur Anfirbung der Reparaturfoci die Verteilung der 53BP1 Foci
in den verschiedenen Zellzyklusphasen untersucht. Da das Protein Geminin nur in S- und
Go-Phase-Zellen exprimiert wird, wurde ein anti-Geminin-Antikérper genutzt, um Zellen in
der Gi- von Zellen in der S/Gg-Phase unterscheiden zu kénnen [106].

Auch bei Beschreibung der IF-Farbung wird der Begriff des ,,Waschens* verwendet. Hierbei
bedeutet dieser Begriff, dass 1 ml Waschpuffer auf die Deckgléser gegeben wird, die Zellkul-
turplatten 5 min auf dem Schiittler bewegt werden und dann der Waschpuffer abgenommen
wird.

95



3 Methoden

3.5.1 Immunfluoreszenz in Zellkultur

Auf die Boden der wells einer 12-well Platte wurden Deckgléser (& 15 mm) gelegt und mit
1 ml Medium bedeckt. Je well wurde die gewtinschte Zellzahl (vgl. Tabelle im Anhang)
ausgesit und die Zellen fiir 24 h bei 37°C, 5 % COgz-Atmosphére und 100 % Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Inhibitorbehandlung 2 h vor Bestrahlung mit 0 Gy
und 2 Gy. Die Fixation mit PBS + 4 % Formaldehyd fiir 10 min wurde 24 h nach Bestrahlung
durchgefiihrt. Anschliefend wurden die Zellen 30 min lang bei RT oder iiber Nacht bei
4°C mit Blockierlésung blockiert und permeabilisiert. Fiir die darauf folgende Farbung
wurden die Zellen 1h lang bei Raumtemperatur mit den jeweiligen priméren Antikérpern
(53BP1, yH2AX, Geminin) in Blockierlgsung inkubiert und dann vier Mal mit Waschpuffer
gewaschen. Anschlieflend erfolgte die Inkubation mit den sekundéaren Antikérpern und DAPI
(1ng/ml) fiir 1h. Erneut wurden die Proben viermal mit Waschpuffer gewaschen. Im Falle
einer EAU-Behandlung (s. Abschnitt erfolgte die Farbung mit dem EdU-baseclick-Kit
nach Anleitung des Herstellers im Anschluss an die IF-Farbung. AbschlieBend wurden die
Deckgléaser mit Vectashield-Mountingmedium auf einem Objekttrager eingebettet und die
Rénder mit Nagellack versiegelt. Bis zur Messung lagerten die Proben dunkel bei 4 °C.

3.5.2 Immunfluoreszenz in ex vivo Gewebeschnitten

Auch in den ex vivo Gewebeschnitten erfolgte die Analyse residueller Reparaturfoci. Zu-
sétzlich zur Farbung der 53BP1 Foci wurde der fiir HNSCC etablierte Tumormarker p63
genutzt, um die Tumorzellen vom Normalgewebe unterscheiden zu kénnen |107, [108].

Fiir die IF-Farbung wurden aus dem in TissueTek eingelagertem Material Kryoschnit-
te von 5um Dicke am Kryostat (Microm HM550) hergestellt. Die Objekttrager mit den
Kryoschnitten wurden kurzzeitig bei —20°C gelagert. Vor Beginn der IF-Farbung lagerten
die Kryoschnitte fiir 10 min in Aceton, wurden 10 min in PBS gewaschen, dann fiir 1h mit
PBS + 1 % SDS permeabilisiert und {iber Nacht bei 4°C mit PBS + 3 % BSA (ez vivo
Blockierlosung) blockiert. AnschlieBend wurden die Schnitte 1h bei Raumtemperatur mit
den priméaren Antikorpern in PBS + 1 % BSA + 0,1 % Tween20 inkubiert und viermal mit
PBS + 0,1 % Tween20 (Waschpuffer) gewaschen, bevor sie mit den sekundéren Antikérpern
fir 1h bei Raumtemperatur inkubiert und dann erneut viermal mit Waschpuffer gewa-
schen wurden. Die DNA-Gegenfiarbung erfolgte mit DAPI (10 ng/ml), das dem sekundéren
Antikorper zugesetzt wurde. Die Objekttrager mit den gefarbten Gewebeschnitten wurden
in Vectashield-Mountingmedium eingebettet und die Rénder mit Nagellack versiegelt. Die
Lagerung bis zur Messung erfolgte im Dunkeln bei 4 °C.

3.5.3 Bildaufnahmen der Immunfluoreszenz-Farbung am Mikroskop

Die IF-Aufnahmen der DNA-Reparaturfoci erfolgten am Mikroskop Zeiss AxioObserver.Z1
unter Nutzung der AxioVision Software. Aufgenommen wurden Z-Stapel (1pum Schichtdi-
cke) von semi-konfokalen Schnittbildern, dafiir wurde ein 63er-Objektiv mit Ol genutzt.
Innerhalb eines Versuches wurden fiir alle Bilder dieselben Belichtungszeiten verwendet.
Je Versuchsansatz wurden in den Zelllinien 10 Bilder in unterschiedlichen Arealen aufge-
nommen, so konnten fiir die unterschiedlichen Behandlungen jeweils ungefahr 100 Zellen
ausgezahlt werden.

o6



3 Methoden

Auch bei den ex vivo Versuchen wurden Z-Stapel von semi-konfokalen Schnittbildern auf-
genommen. Aufgrund der hohen Schichtdicke wurde hierfiir das Apotome verwendet, um
Streulicht herauszurechnen. Da das verfiighare Tumormaterial begrenzt war, wurde bei den
meisten Tumorproben fiir jede Bedingung nur eine einzige Schnittkultur bearbeitet. Eine
Wiederholung mit frischem Patient:innenmaterial war nicht méglich, somit konnten auch
keine individuellen Werte fiir die Standardabweichung (SD) ermittelt werden [95].

3.6 Quantifizierung residueller DN A-Reparaturfoci

Die Auszdhlung residueller Reparaturfoci nach einer IF-Farbung erfolgt in Tumorzellen
meist manuell. Wahrend sich bei der Arbeit mit Lymphozyten und Fibroblasten eine auto-
matisierte Auszihlung bereits etabliert hat und eine gute Ubereinstimmung zur manuellen
Auszéhlung erreicht, ist die Arbeit mit Tumorzellen aufgrund der starken Heterogenitét
herausfordernd. Eine manuelle Auszdhlung ist jedoch oft zeitaufwendig, zudem kann es
zwischen verschiedenen Beobachtern zu Schwankungen in der Focizahl kommen. Allerdings
wird in diesem Bereich viel geforscht und elaborierte Analysemethoden mit Unterstiitzung
kiinstlicher Intelligenz getestet [109H111].

Manuelle Auszihlung residueller Reparaturfoci

Sowohl bei der Auswertung der IF-Bilder der Zellkultur als auch in den ex vivo Gewebe-
schnitten wurden die DNA-Reparaturfoci in den Kernen primér manuell quantifiziert. Um
eine Vergleichbarkeit zwischen den einzelnen Bildaufnahmen zu erreichen, wurden die Be-
lichtungseinstellungen der drei Aufnahmekanile in der AxioVision Software so angepasst,
dass die Einstellungen fiir alle Bilder identisch sind. Anschliefend wurden in der AxioVision
Software aus den .zvi-Dateien der Z-Stapel-Aufnahmen Schnittbilder mit einer Maximum-
intensitétsprojektion (mazimum intensity projection, MIP) erzeugt. Die manuelle Auswer-
tung der Reparaturfoci aus den Zellkultur-Daten erfolgte ebenfalls direkt in der AxioVision
Software. Zellkerne, die eindeutig deformiert oder mitotisch waren, wurden nicht in die Aus-
zéhlung einbezogen. Die Ergebnisse fir die Zellkulturversuche werden in Focizahl/Zellkern
dargestellt.

Fir die ex vivo Gewebeschnitte erfolgte die Auszdhlung der 53BP1 Reparaturfoci in dem
Programm ImageJ. Dafiir wurden die MIP-Schnittbilder als .jpg-Datei aus der AxioVision-
Software exportiert. Um auszuschlieflen, dass Zellen des Normalgewebes das Ergebnis ver-
fidlschen, wurden nur die Foci in p63-positiven Kernen beriicksichtigt. In ImageJ wurden
diese zuerst eingekreist und dann iiber diese Bildmaske die Kernflache (Total Area) in der
DAPI-Féarbung bestimmt. Anschliefend erfolgte die manuelle Auszéhlung der 53BP1 Foci
dieser Zellen. Diese drei Arbeitsschritte sind in Abbildung [6] gezeigt. Da die Zellkerne in
den Kryoschnitten zuféllig angeschnitten wurden, wird in der Auswertung mit der Anzahl
residueller Foci pro DAPI-Kernflache gearbeitet. Fiir die Ergebnis-Darstellung werden die
Werte schliellich als Foci pro Kern dargestellt. Dafiir wurden diese auf die Fldche eines
durchschnittlichen Tumorkerns normalisiert. Diese wurde initial aus mittig angeschnittenen
Kernen diverser OPSCC-Tumorproben ermittelt. Im Mittel wurden pro Bedingung Foci auf
einer Kernfliche ausgezahlt, die 48.0 Tumorkernen entspricht (HPV-negativ: 39.8; HPV-
positiv: 54.7) [95].
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Automatisierte Auszidhlung residueller Reparaturfoci

Um zu untersuchen, ob in den in dieser Arbeit genutzten Kopf-Hals-Tumorzelllinien eine
automatisierte Auszidhlung moglich ist, erfolgte zusitzlich zur manuellen Auszéhlung der
Vergleich mit einer automatisierten Auszdhlung in ImageJ. Die ImageJ Software ist kos-
tenfrei und plattformiibergreifend verfiigbar. Im Rahmen dieser Dissertation kann nur ein
kurzer Einblick in die automatisierte Foci-Auszdhlung gegeben werden.

(A) (B) (©)

Abb. 6: Quantifizierung residueller 53BP1 Reparaturfoci in ex wvivo Gewebe-
schnitten. (A): Beispielbild der IF-Farbung. Auswahl der mit dem Tumormarker
p63 rot angefirbten Tumorzellen. Die 53BP1 Foci sind in griin erkennbar. (B):
DAPI-Fliache der ausgewidhlten Zellkerne der Tumorzellen im schwarz-weifl Bild.
(C): Das invertierte Bild der 53BP1 Reparaturfoci in den ausgewéhlten Tumorzel-
len.

Ziel ist es, die Quantifizierung der Reparaturfoci in den verwendeten Zelllinien zu vereinfa-
chen und eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den verschiedenen Beobachtern zu ermogli-
chen. Begonnen wurde mit der automatisierten Auszahlung der DAPI gefarbten Zellkerne in
drei HPV-positiven Zelllinien. In der Zelllinie, in der die besten Ergebnisse erzielt wurden, er-
folgte anschlieflend die automatisierte Quantifizierung der residuellen 53BP1 Reparaturfoci.
Die ImageJ Software bietet eine Vielzahl an Moéglichkeiten, um residuelle Foci zu quantifi-
zieren, fur diese Arbeit wurden exemplarisch zwei Methoden betrachtet.

Als erste Methode wurde die Funktion Find Mazima eingesetzt, die es ermoglicht, die Fo-
cizahl in jeder Zelle zu erhalten. Zudem wurde auch die Funktion Analyze Particles mit
verschiedenen Grenzwerten fiir die Pixelgrofie genutzt. Auch die Funktion Analyze Partic-
les ermoglicht es die Focizahl pro Zellkern zu erhalten, hierbei erfolgt die Nummerierung
der Zellkerne allerdings nicht vollstdndig automatisiert. Eine detaillierte Beschreibung der
automatisierten Foci-Auszidhlung findet sich in Protokoll im Anhang.

3.7 Auswertung und Statistik

Sofern nicht anders angegeben, betrug die Anzahl der durchgefithrten Versuche N > 3.
Das Erstellen der Graphiken und die Berechnung der Bland-Altman-Diagramme im Ergeb-
nisteil erfolgte in der GraphPad Prism-Software. In dieser erfolgte auch die Berechnung der
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Signifikanzen mittels ungepaartem t-Test (students t-test), sofern nicht anders angegeben.
Die p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05;
**p < 0.01; ¥*p < 0.001) markiert. Statistisch signifikante p-Werte diirfen nicht ohne wei-
tere Analysen mit einem grofien Effekt oder Einfluss gleichgesetzt werden. Die statistischen
Analysen sind daher als explorativ zu betrachten, die angegebenen p-Werte werden nur als
deskriptive Mafle verwendet.
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4 Ergebnisse

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse zur Radiosensibilisierung von HPV-positiven und
HPV-negativen HNSCC-Zelllinien nach dualer Inhibition von PARP und Weel in Kombi-
nation mit Bestrahlung vorgestellt.

In der Arbeitsgruppe von PD Dr. T. Rieckmann waren im Falle der HPV-positiven Zelllini-
en bereits einige Ergebnisse vorhanden |22, |76, (87, |99]. Sofern diese fir das Versténdnis der
vorliegenden Dissertation notwendig sind, werden auch Anteile dieser Vorarbeiten darge-
stellt. Diese insbesondere am Anfang des Ergebnisteils beschriebenen Versuche (Abbildun-
gen @], sind am Ende der jeweiligen Legenden unter den Abbildungen klar als
nicht oder zum Teil nicht von mir erbracht gekennzeichnet. Alle nicht derart gekennzeichne-
ten Versuche wurden hingegen ausschliellich von mir durchgefiihrt. Begonnen wird mit dem
Einfluss der dualen Inhibition auf HPV-positive Zelllinien, anschliefend folgen die Ergeb-
nisse fiir die HPV-negativen Zelllinien und zusammenfassend ein Vergleich der Ergebnisse
der zwei Gruppen. Im darauf folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse aus der Zellkultur
in ex vivo Gewebeschnitten validiert. Den Abschluss dieses Kapitels bildet der Vergleich der
manuellen und automatisierten Auszidhlung residueller Reparaturfoci.

4.1 Radiosensibilisierung HPV-positiver Zelllinien

Die Wirkung der kombinierten Inhibition von PARP und Weel wurde in drei strahlen-
empfindlichen HPV-positiven Zelllinien (UD-SCC-2, UM-SCC-47, UPCI-SCC-154) unter-
sucht [22]. Begonnen wird in diesem Abschnitt mit dem Einfluss der dualen Inhibition auf
die Proliferation, die Fraktion mitotischer Zellen und den Zellzyklus. Anschlieflend folgen
Untersuchungen zur Induktion von Replikationsstress, der Radiosensibilisierung und der
Quantifizierung residueller Doppelstrangbriiche. Der zentrale Endpunkt des Langzeitiiber-
lebens im Koloniebildungstest wurde zur Abschitzung der Allgemeingiiltigkeit der Radiosen-
sibilisierung zusétzlich noch in drei weiteren HPV-positiven HNSCC-Zelllinien (UT-SCC-45,
93-VU-147T, UPCI-SCC-90) getestet.

4.1.1 Proliferation nach dualer Inhibition

Um zu testen, ob die Kombination der Inhibitoren moéglicherweise bereits ohne Bestrahlung
eine besondere Wirksamkeit erzielt, wurde ihr Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit
der drei HPV-positiven Zelllinien an Tag eins, drei und finf nach Inhibitor-Zugabe un-
tersucht. Fiir die Behandlung der Zelllinien wurde Olaparib mit einer Konzentration von
1pM in allen Zelllinien verwendet; diese Konzentration hat in Vorarbeiten die poly(ADP)-
Ribosylierung in HPV-positiven Zelllinien nach HaOs-Behandlung vollstédndig unterdriickt [76,
87). Adavosertib wurde in Konzentrationen von 480 nM (UD-SCC-2, UPCI-SCC-154) und
960nM (UM-SCC-47) eingesetzt, die in den jeweiligen Zelllinien in Vorarbeiten moderate
Wachstumsverzogerungen bewirkt hatten. Die Zellzahl an Tag fiinf nach Inhibitorbehand-
lung ist in Abbildung [7] dargestellt. Die Proliferation unter Inhibitorbehandlung ist in allen
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drei Zelllinien vermindert, allerdings gibt es keine Hinweise auf einen synergistischen Effekt
der Inhibitoren. Da der Fokus des Projektes eine mogliche Radiosensibilisierung war und
diese initialen Ergebnisse keinen klaren Hinweis auf synergistische Effekte zeigten, wurde
von detaillierteren Untersuchungen ohne Bestrahlung abgesehen.

UD-SCC-2 UM-SCC-47 UPCI-SCC-154
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Abb. 7: Proliferation nach Inhibitorbehandlung (HPV-positiv). Dargestellt ist die
Zellzahl an Tag fiinf nach der Inhibitorbehandlung. Die gestrichelte Linie zeigt die
an Tag null ausgesdte Zellzahl. Behandelt wurden die Zellen mit 1M Olaparib
und 480 nM (UD-SCC-2, UPCI-SCC-154) und 960 nM (UM-SCC-47) Adavosertib.
Die Versuche zur Proliferation der HPV-positiven Zelllinien wurden zum Teil von
K. Hintelmann durchgefihrt .

4.1.2 Fraktion mitotischer Zellen nach dualer Inhibition

Aufgrund einer eingeschrinkten DNA-Reparaturkapazitdt weisen HPV-positive Zelllinien
nach Bestrahlung einen besonders ausgepriagten Go-Arrest auf , . Dieser Go-Arrest
ist Teil der zelluldren Schadensantwort und verschafft den Zellen zusétzliche Zeit fir die
DNA-Reparatur vor der kritischen mitotischen Teilung. Die Unterdriickung des Zellzyklus-
Arrestes ist daher eine Komponente zur Radiosensibilisierung durch duales Targeting. Um
den direkten Einfluss der dualen Inhibition auf den Go-Arrest zu untersuchen, erfolgte
die Farbung des Mitosemarkers p-H3 und die Quantifizierung p-H3-positiver Zellen mit-
tels Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt und 2 h spéter
mit 0 Gy und 6 Gy bestrahlt. Die Fraktion der mitotischen Zellen wurde 5h nach Bestrah-
lung bestimmt, ein Beispiel fir das Gating der p-H3-positiven Zellen ist in Abbildung [§] A
gezeigt. Bei den in rot eingefdrbten Zellen handelt es sich um die Zellen, die sich in der Mito-
se befinden. Aus der Quantifizierung (Abbildung 8 B) ist zu erkennen, dass die Behandlung
mit dem Weel-Inhibitor Adavosertib in den unbestrahlten Zellen zu einer leichten Erh6hung
der Anzahl mitotischer Zellen fithrt, was auf einen deregulierten Eintritt in die Mitose hin-
deutet. Die Bestrahlung mit 6 Gy blockiert den Eintritt in die Mitose in allen drei Zelllinien
fast vollstdndig. Die Anzahl der mitotischen Zellen kann durch Inhibition von Weel und
die duale Inhibition jedoch wieder deutlich erh6ht werden. Bei den UM-SCC-47 und den
UPCI-SCC-154 wird die Anzahl der mitotischen Zellen zum Teil sogar iber das Ausgangs-
niveau der Kontrolle bei 0 Gy hinaus gesteigert, wihrend in den UD-SCC-2 nur ein kleiner
Anteil der Zellen durch Weel-Inhibition aus dem Ga-Arrest zuriickgeholt werden konnte. Um
dies weiter zu untersuchen, wurde der Anteil mitotischer Zellen in den UD-SCC-2 zusétzlich
noch zu einem spéteren Zeitpunkt (8 h) nach Bestrahlung quantifiziert.

62



4 Ergebnisse

(A) (B) (C)
U;ﬁ'ésocfdg“ UD-SCC-2 UM-SCC-47 UPCI-SCC-154 UD-SCC-2 (8h)
T O oGy 5 @ e
g - = N 6 N
: g2 s 5,
2 - g 4 g
a . &1 2 2 &1
. 2 @
B ) 0 0 =0
: 3 o ; 0 R o S N ;
i o\@ & aeb& &vg;’” o“?’ & Q°($° &vp'b 0‘}9 Q@& 90(@ ,\"& o\@ & 90(&0 ‘b\v.bo
DNA content o o S o o of o & O
(Violet Blue) I & & b

Abb. 8: Fraktion der mitotischen Zellen (HPV-positiv). (A): Beispiel fiir das Gating
der p-H3-positiven Zellen; diese sind in der Abbildung rot eingeféarbt.
(B): Quantifizierung der p-H3-positiven Zellen aus der Durchflusszytometrie; ge-
zeigt ist der Median der p-H3-Signalintensitdt. Die Zellen wurden 2h nach Inhibi-
torbehandlung mit 0 Gy und 6 Gy bestrahlt und 5h spéter fixiert. (C): Quantifizie-
rung der p-H3-positiven UD-SCC-2 Zellen 8 h nach Bestrahlung mit 0 Gy und 6 Gy.
Die Versuche zur Untersuchung der Fraktion mitotischer Zellen wurden zu einem
Teil von K. Hintelmann durchgefiihrt [99].

Aus Abbildung 8 C ist zu erkennen, dass die Anzahl der Zellen in der Mitose im Vergleich zu
den Ergebnissen 5h nach Bestrahlung weiter gesteigert werden konnte. Die Wirksamkeit der
Weel-Inhibition zur Aufhebung des Go-Arrestes ist in den UD-SCC-2 somit zwar deutlich
geringer ausgeprigt als in den UM-SCC-47 und den UPCI-SCC-154, jedoch verlassen auch
diese den Ga-Arrest zu einem fiir sie klar verfrithten Zeitpunkt.

4.1.3 Untersuchung des Zellzyklus

Um die Zellzyklusverteilung und das Auftreten des Go-Arrestes nach Bestrahlung weiter zu
untersuchen, erfolgte die Analyse des Zellzyklus noch zu einem spéateren Zeitpunkt (24 h)
nach Bestrahlung mit 0 Gy, 3Gy und 6 Gy. Die Verteilung der Zellen in den einzelnen
Zellzyklusphasen ist in Abbildung [0 dargestellt.
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Abb. 9: Zellzyklus 24 h nach PARP/Weel-Inhibition und Bestrahlung (HPV-
positiv). Analyse der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen (Gi-, S- und
Go-Phase). Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt und 2h spéter mit
0 Gy, 3Gy und 6 Gy bestrahlt. Die Fixation erfolgte 24 h nach Bestrahlung. Die
Experimente zur Analyse des Zellzyklus HPV-positiver Zelllinien nach dualer Inhi-
bition wurden zum Teil von K. Hintelmann und T. Behrens durchgefiihrt [99).
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Nach Bestrahlung ist ein deutlicher Anstieg an Zellen, die sich in der Ga-Phase befinden,
erkennbar. Diese Zunahme des Go-Arrestes ergidnzt die Ergebnisse der Mitose-Experimente
nach kiirzeren Zeitrdumen in denen bereits eine Abnahme mitotischer Zellen zu beobachten
war (vgl. Abbildung [§)). Die Inhibition von Weel bzw. PARP/Weel fiihrt hier ebenfalls
zu einer deutlichen Reduktion des langfristigen Go-Arrestes. Aulerdem ist zum Teil eine
Zunahme an Zellen in der S-Phase zu erkennen, was auf eine reduzierte Geschwindigkeit
der Replikationsgabeln und Replikationsstress hindeuten kann [38, 112, [113]. Dieser Effekt
zeigt sich vor allem in den unbestrahlten UD-SCC-2 und den UM-SCC-47. Zudem lasst
sich besonders in den UD-SCC-2 ein verstirkter Go-Arrest nach Olaparib-Behandlung be-
obachten, was auf erhdhte DNA-Schadenslevel hinweist. Um diese Beobachtung néher zu
untersuchen, wurden die drei HPV-positiven Zelllinien mit dem PARP-Inhibitor Olaparib
behandelt und 2h spater mit 0 Gy, 1 Gy, 2Gy, 3 Gy und 4 Gy bestrahlt. Wie zuvor wur-
de der Zellzyklus 24 h nach Bestrahlung analysiert. Die Ergebnisse der Zellzyklusverteilung
24 h nach PARP-Inhibition und Bestrahlung finden sich in Abbildung In allen drei Zell-
linien war nach PARP-Inhibition ein verstiarkter Go-Arrest zu beobachten; dieser deutet auf
erhohte DNA-Schéden im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle hin.
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Abb. 10: Zellzyklus 24 h nach PARP-Inhibition und Bestrahlung (HPV-positiv).
Analyse der Zellen in den verschiedenen Zellzyklusphasen. Die Zellen wurden mit
dem PARP-Inhibitor Olaparib behandelt und 2 h spater mit 0 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 3 Gy
und 4 Gy bestrahlt. Die Fixierung der Zellen erfolgte 24 h nach Bestrahlung. Die
Anférbung der Zellkerne erfolgte mit DAPI und die Analyse in der Durchflusszy-
tometrie. Nach PARP-Inhibition ist ein verstarkter Go-Arrest zu beobachten. Die
Zunahme an Go-Phase-Zellen in den einzelnen Experimenten ist in der unteren Ab-
bildung gezeigt. Der Effekt war zwar nur schwach ausgepréigt aber reproduzierbar
und erreichte im gepaarten t-Test bei Einbeziehen aller Dosispunkte Signifikanz.
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Zwar ist dieser Effekt in den UM-SCC-47 und den UPCI-SCC-154 nur schwach ausgeprégt,
allerdings war der Anstieg der Go-Phase-Zellen nach PARP-Inhibition reproduzierbar und
prinzipiell in jedem Experiment sichtbar.

4.1.4 Replikationsstress: Messung der YH2A X-Signalintensitat

Um zu untersuchen, in welchem Mafle die Zellen nach der Inhibitorbehandlung Replikati-
onsstress ausgesetzt sind, erfolgte die Quantifizierung des Replikationsstressmarkers yYH2AX
in der Durchflusszytometrie. Die Zelllinien wurden mit den Inhibitoren behandelt und 24 h
spater fixiert; anschlieflend erfolgte die Quantifizierung des prozentualen Anteils an S/Go-
Phase-Zellen mit hoher yH2AX-Signalintensitit. In Abbildung A ist ein Beispiel fiir
das Gating der yH2AX-positiven S/Go-Phase-Zellen gezeigt. Aus Abbildung B ist zu
erkennen, dass die Weel-Inhibition in allen drei Zelllinien zu einem starken Anstieg des
prozentualen Anteils an Zellen mit hoher vyH2AX-Signalintensitdt in S- und Gs-Phase-
Zellen fiihrt. Die Darstellung des Mittelwertes der normierten yYH2AX-Intensitit in S/Ga-
Phase-Zellen ist in Abbildung im Anhang gezeigt. Auch hier zeigt sich ein Anstieg
der yYH2AX-Signalintensitdt nach Weel-Inhibition. Diese Beobachtung ist in Einklang mit
den in Abschnitt beschriebenen Mechanismen, wodurch es nach Inhibition des S/Go-
Kontrollpunktes zur Induktion von Replikationsstress kommt. Die Kombination aus PARP-
und Weel-Inhibition erh6hte den Anteil der YH2A X-positiven Zellen allerdings nicht weiter
und nur in den UD-SCC-2-Zellen ist bereits nach alleiniger PARP-Inhibition ein Anstieg
der yH2AX-Signalintensitdt zu messen. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Zellen im Fal-
le zusédtzlicher Bestrahlung die strahleninduzierten DNA-Schidden unter Bedingungen von
Replikationsstress reparieren miissen. Zugleich ist unter Weel-Inhibition die Fahigkeit der
Zellen, den Zellzyklus in der Go-Phase zu arretieren, stark eingeschriankt, sodass sie kaum
zusétzliche Zeit fiir die DNA-Reparatur haben, bevor sie in die kritische Phase der Mitose
eintreten. Aus den vorliegenden Daten ergibt sich kein Hinweis auf eine weitere Verstiarkung
des Replikationsstresses bei zusétzlicher Hemmung von PARP durch Olaparib.
Weitergehend erfolgte die Untersuchung der vYH2A X-Signalintensitdt nach PARP-Inhibition
und Bestrahlung mit 0 Gy und 6 Gy. Dabei erfolgte im Unterschied zu den Daten aus Ab-
bildung [11] das Gating der YH2AX positiven Zellen nur in der Go-Phase, bzw. im Falle der
bestrahlten Proben in den Gg-arretierten Zellen. Das Vorgehen ist exemplarisch in Abbil-
dung A im Anhang gezeigt. In allen drei Zelllinien konnte dabei ein statistisch signi-
fikanter Anstieg der YH2AX-Signalintensitéit in Go-Zellen nach Olaparib-Behandlung und
Bestrahlung gemessen werden (s. Abbildung B im Anhang). Wie auch der verstirkte
Zellzyklus-Arrest (vgl. Abbildung deutet der Anstieg der yYH2AX-Signalintensitéit auf
eine Zunahme von DNA-Schédden nach PARP-Inhibition hin.
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Abb. 11: Quantifizierung der YH2AX-Fiarbung 24 h nach Inhibitorbehandlung
(HPV-positiv). Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt und 24 h spéter
fixiert. (A): Beispiel fiir das Gating der YH2AX-positiven S/Ga-Phase-Zellen. (B):
Quantifizierung des prozentualen Anteils an S/Go-Phase-Zellen mit hoher YH2AX-
Signalintensitét (rote Zellen aus A). Die p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests
sind in den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.
Die Versuche zur Messung des Replikationsstresses nach Inhibitorbehandlung wur-
den von K. Hintelmann durchgefiihrt .

4.1.5 Radiosensibilisierung im Koloniebildungstest

Das Zelliiberleben nach Einzel- und Kombinationsbehandlung mit den Inhibitoren und Be-
strahlung mit 0Gy, 3Gy und 6 Gy wurde im delayed-plating Koloniebildungstest unter-
sucht und ist in Abbildung dargestellt. In den drei HPV-positiven Zelllinien war nach
der kombinierten PARP /Weel-Inhibition im Vergleich zur Einzelbehandlung eine statistisch
signifikante Verringerung der Anzahl von Kolonien zu beobachten. Auch nach den Einzelbe-
handlungen zeigte sich ein verringertes Zelliiberleben, das Ausmafl der Radiosensibilisierung
war allerdings deutlich geringer ausgepréigt als nach der dualen Inhibition.
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Abb. 12: Uberleben im delayed-plating Koloniebildungstest (HPV-positiv). Dar-
gestellt ist die Radiosensibilisierung der sechs HPV-positiven Zelllinien nach Inhibi-
torbehandlung und Bestrahlung mit 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy. Die Koloniebildungstests
zur Untersuchung der Radiosensibilisierung der HPV-positiven Zelllinien wurden
zum Teil von K. Hintelmann und T. Behrens durchgefiihrt |99).

Um zu untersuchen, ob sich diese Ergebnisse auch auf andere Stamme HPV-positiver HNSCC-
Zellen tibertragen lassen, wurde die duale Inhibition von PARP/Weel auf drei weitere Zell-
linien (UT-SCC-45, 93-VU-147T, UPCI-SCC-90) angewandt. Dabei zeigte sich, dass sowohl
die UT-SCC-45 als auch die 93-VU-147T durch die duale Inhibition effektiv radiosensibi-
lisiert werden konnten, wéahrend der Effekt in den UPCI-SCC-90 geringer ausgeprigt war.
Die Ausplattierungseffizienz (PE) der untersuchten HPV-positiven Zelllinien ist in Abbil-

dung im Anhang gezeigt.

4.1.6 Residuelle Doppelstrangbriiche in der Immunfluoreszenz

Bisher wurden in den Ergebnissen nur indirekte Auswirkungen der Bestrahlung wie z. B.
Verdnderungen im Zellzyklus und das Zelliiberleben betrachtet. Um die direkten Schéadi-
gungen ionisierender Strahlung zu quantifizieren, ist eine Anfiarbung der residuellen DSB in
der IF-Mikroskopie méglich. In der vorliegenden Arbeit erfolgte dafiir in den HPV-positiven
Zelllinien die Féarbung residueller 53BP1 Reparaturfoci. Diese kénnen ebenso wie YH2AX
Foci als Surrogatmarker zur Quantifizierung von residuellen DSB genutzt werden, jedoch
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werden sie kaum von Replikationsstress beeinflusst. Im Unterschied zu den klassischen Me-
thoden der direkten Quantifizierung von DNA-Schéden (wie z.B. der Gelelektrophorese),
kann die Methode der Foci-Analyse bereits bei niedrigen, therapierelevanten Bestrahlungs-
dosen eingesetzt werden 111} 114].

Die Ursache fiir die verminderte DSB-Reparaturkapazitdt von HPV-positiven HNSCC-
Zellen ist noch nicht vollstédndig geklart. In der Literatur wird diese hdufig auf einen Defekt
im DNA-Reparaturweg der HR zuriickgefiihrt, allerdings wird auch von einer Reduktion des
NHEJ berichtet, was zu einem Wechsel zum fehleranfilligen alt-EJ-Weg fiihrt [23, 36, 69,
88]. Das Enzym PARP1 ist eine Schliisselkomponente des Letzteren [43] und Weel wurde als
relevanter HR-Faktor beschrieben [49]. In Vorarbeiten zu diesem Projekt konnte allerdings
keine Reduktion in der HR nach Weel-Inhibition beobachtet werden [99]. Um die Effektivitat
der DNA-Reparatur mit und ohne PARP/Weel-Inhibition ndher zu untersuchen, erfolgte die
Analyse residueller DSB in der IF nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung mit 2 Gy; die
Zellen wurden 24 h nach Bestrahlung fixiert. Zu diesem Zeitpunkt sind die zelluldren DSB-
Reparaturvorgéinge weitestgehend abgeschlossen. Anschlieflend erfolgte die IF-Farbung der
53BP1 Reparaturfoci und des Proteins Geminin. Geminin ist ein Zellzyklusmarker und er-
moglicht die Anfarbung von S- und Ga-Phase-Zellen. Da sich in den HPV-positiven Zelllinien
nach Weel-Inhibition eine Aufhebung des Ga-Arrestes zeigte und die PARP-Inhibition vor
allem zu zuséatzlichen Schéden in der S- und Ga-Phase fiihrt, wurde diese Farbung eingesetzt,
um mogliche Unterschiede in den residuellen Foci-Leveln der einzelnen Zellzyklusphasen be-
obachten zu konnen. Ein Beispielbild der IF-Farbung ist in Abbildung [13] A gezeigt, darin
sind die 53BP1 Reparaturfoci in rot, die Geminin-positiven Zellen in griin und die DAPI-
gefarbten Zellkerne in blau erkennbar. Bei den Geminin-positiven Zellen handelt es sich um
S/Go-Phase-Zellen, bei den Geminin-negativen Zellen um Gi-Phase-Zellen.

(A)
2Gy 2Gy

DMSO Ola+Ada ODMSO [ Ola/Ada

UPCI-SCC-154

Foci pro Zellkern (2Gy) w©
oM ro PSR

>3BP1, GNIIN, DAPI UD-2  UM-47 UPCI-154

Abb. 13: Residuelle 53BP1 Reparaturfoci 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy (HPV-
positiv). (A): Beispielbild der IF-Farbung in den UPCI-SCC-154. Die Zellker-
ne sind mit DAPI in blau eingefirbt und die 53BP1 Foci in rot erkennbar. Die
Geminin(=GMMN)-positiven Zellkerne sind griin eingefirbt; es handelt sich bei
diesen um Kerne von S/Gy-Phase-Zellen. (B): Quantifizierung residueller 53BP1
Reparaturfoci 24 h nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung mit 2 Gy.
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Die Abbildung[13| B zeigt die 53BP1 Reparaturfoci der Zellen unabhéngig von der Geminin-
Farbung und somit die Anzahl residueller DSB aller Zellzyklusphasen. Es handelt sich da-
bei um strahleninduzierte 53BP1 Foci, der Hintergrund bei 0 Gy wurde bereits abgezogen.
Uberraschenderweise konnte unter der kombinierten Inhibition von PARP/Weel trotz der
deutlichen Radiosensibilisierung keine Zunahme residueller 53BP1 Reparaturfoci beobach-
tet werden. Nur in den UM-SCC-47 zeigte sich ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der
Focizahl. Die im Koloniebildungstest beobachtete Radiosensibilisierung nach PARP /Weel-
Inhibition ist anscheinend nicht ausschliellich auf eine Zunahme residueller DSB zuriick-
zufithren. Zusétzlich zu den physikalischen Schidigungen an der DNA scheint es in den
HPV-positiven Zellen zu weiteren zellbiologischen Verdnderungen zu kommen.

Bei Bestrahlung der Zellen mit Photonenstrahlung ist davon auszugehen, dass die DSB sto-
chastisch verteilt sind und die strahleninduzierten Foci einer Poisson-Verteilung folgen [115,
116]. Dies gilt allerdings nur fiir die Induktion der strahleninduzierten DSB und fiir kurze
Zeitrdume nach der Bestrahlung. Im Rahmen der DNA-Schadensantwort kommt es zu Zell-
zyklusverdnderungen, wodurch die Verteilung der Reparaturfoci nicht mehr rein zufillig ist
und es zu deutlichen Abweichungen von der Poisson-Verteilung kommen kann. Die Zellen ar-
retieren in der Go-Phase um Strahlenschéden zu reparieren bevor sie in die Mitose eintreten;
zudem weisen die S/Ggy-Phase-Zellen einen héheren DNA-Gehalt auf als Gi-Phase-Zellen.
Es ist in der Population der S/Gg-Phase-Zellen somit von einer héheren Anzahl residuel-
ler Foci auszugehen. Diese Beobachtungen wurden auch in der Literatur beschrieben [115,
116]. Auch die Reparaturkapazitat der Zellen und die Art der Strahlung hat Einfluss auf
die Verteilung der residuellen DSB. In der vorliegenden Arbeit wurde zudem eine maximale
Focizahl von 20 genutzt, da Zellen mit solch einer Anzahl residueller DSB mit grofiler Wahr-
scheinlichkeit bereits letal geschddigt und weitere Briiche fiir das Zelliiberleben nicht von
Bedeutung sind. Eine Regression mittels Poisson-Verteilung ist daher auf Basis der vorlie-
genden Daten nicht sinnvoll. Es erfolgte allerdings die eine detaillierte Analyse der residu-
ellen Reparaturfoci im Histogramm, um die Verteilung der residuellen Reparaturfoci nach
Behandlung und Bestrahlung zu untersuchen. In Abbildung [14]ist die Verteilung residueller
Reparaturfoci exemplarisch fiir die UPCI-SCC-154 gezeigt. Mit Hilfe der Geminin-Farbung
erfolgte eine Aufteilung in Gi- (schwarze Balken) und S/Go-Phase-Zellen (graue Balken).
In den Abbildung [A.11] und [A.12]im Anhang finden sich die Ergebnisse fiir die UD-SCC-2
und die UM-SCC-47. Aus Abbildung[14]ist zu erkennen, dass in der unbehandelten Kontrol-
le (A) die Anzahl residueller Foci in den S/Gg-Phase-Zellen tatséchlich iiber der Focizahl
in den Gi-Phase-Zellen liegt (vgl. auch Tabelle . Nach Bestrahlung mit 2 Gy kommt es
sowohl in der Gi-Population als auch in der S/Gs-Population zu einem Anstieg residuel-
ler Foci (B). In der unbehandelten Kontrolle féllt zudem eine Ansammlung an Zellen mit
mindestens 20 residuellen 53BP1 Foci in der S/Go-Population auf. Nach der Inhibition von
PARP /Weel ist im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle in beiden Populationen eine Ver-
schiebung zu hoheren Focizahlen erkennbar (C und D). Auflerdem ist zu beobachten, dass
sich die Verteilungen der beiden Populationen einander anndhern. Besonders ausgepragt ist
dieser Effekt fiir die Gi-Phase-Zellen. Wahrend in der unbehandelten Kontrolle bei 0 Gy
etwa 48 % Prozent der Zellen keinen oder nur einen einzelnen residuellen Fokus aufweisen,
sind dies nach Behandlung nur noch 26 %. Zwar reduziert sich nach PARP /Weel-Inhibition
die Anzahl an Zellen mit mindestens 20 Foci, die Anteil Zellen mit nur wenigen residuellen
Foci verringert sich jedoch ebenfalls. Median, Mittelwert und SD der Foci-Verteilungen fiir
die drei HPV-positiven Zelllinien finden sich in den Tabellen bis im Anhang.
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Abb. 14: Distribution residueller 53BP1 Reparaturfoci (UPCI-SCC-154). Gezeigt
sind die residuellen 53BP1 Reparaturfoci in G;-Phase-Zellen (schwarze Balken)
und S/Ga-Phase-Zellen (graue Balken) 24h nach Inhibitorbehandlung und Be-
strahlung mit 0 Gy und 2 Gy. Bestrahlung mit 2 Gy fithrt zu einem Anstieg der
Anzahl residueller Reparaturfoci (B). Nach Behandlung mit der PARP/Weel-
Inhibition ist in den Gi-Phase-Zellen eine Verschiebung zu hoéheren Focizahlen
erkennbar (C und D). In den S/Gg-Phase-Zellen hingegen nimmt die Anzahl an
Zellen mit mindestens 20 residuellen Foci ab. Zudem gleichen sich die Verteilungen

der Zellzyklusphasen einander an. Der Median und die Mittelwerte der Verteilun-
gen finden sich in Tabelle im Anhang.

Die mittlere Anzahl residueller 53BP1 Reparaturfoci, aufgeschliisselt auf die einzelnen Zell-
zyklusphasen, ist in Abbildungdargestellt. Daraus zeigt sich in Ubereinstimmung mit den
Histogrammen, dass die durchschnittliche Anzahl residueller 53BP1 Foci in den Gi-Phase-
Zellen aller Zelllinien nach kombinierter PARP/Weel-Inhibition signifikant und zum Teil
deutlich zunahm, wihrend die Anzahl an 53BP1 Foci in den S/Gg-Phase-Zellen abnahm.
In Ubereinstimmung mit den entsprechenden Zellzyklusdaten (vgl. Abbildung @ unterstrei-
chen diese Beobachtungen, dass Zellen unter dualer Inhibition mit nicht-reparierten DSB
den Go-Arrest verlassen. Die anschliefende Passage durch die Mitose trigt das erhohte
Risiko eines akuten oder verzogerten Zelltodes.
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Abb. 15: Darstellung residueller 53BP1 Reparaturfoci, aufgeschliisselt in G- und
S/Gga-Phase-Zellen. Die Zellen wurden mit der PARP/Weel-Inhibition behan-
delt, 2 h spater mit 2 Gy bestrahlt und 24 h nach Bestrahlung fixiert. Die p-Werte
auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.

Aus Abbildung [T4] ist zu erkennen, dass sich die Fraktion an Zellen mit einer geringen An-
zahl residueller Foci reduziert, so kamen nach dualer Inhibition und Bestrahlung (D) Zellen
mit keinem oder einem einzelnen Fokus {iberhaupt nicht mehr vor. Allerdings haben gerade
Zellen mit der geringsten Anzahl residueller DSB die grofiten Chancen dem mitotischen
Zelltod zu entgehen und stellen die wichtigste Fraktion fiir das Zelliiberleben nach Behand-
lung. In der vorliegenden Dissertation wurde als Grenze fiir gering geschidigte Zellen ein
Wert von maximal drei (< 3) residuellen 53BP1 Foci gewéhlt. Hier ist zu erwéhnen, dass es
keinerlei festgelegte Grenzwerte gibt und diese somit immer etwas willkiirlich sind. Ideale
Grenzwerte konnen sich gegebenenfalls auch von Zelllinien zu Zelllinie unterscheiden. Ein
Hochsetzen der Grenze auf maximal 5 (< 5) Foci fithrte in den vorliegenden Daten nur zu
geringen Verdnderungen der Ergebnisse (Daten nicht gezeigt), sodass der gewéhlte Bereich
sinnvoll erscheint. Aus Abbildung [I6] A ist zu erkennen, dass sich der prozentuale Anteil
solcher potenziell iiberlebender Zellen nach dualer PARP /Weel-Inhibition und Bestrahlung
mit 2 Gy in den drei HPV-positiven Stdmmen verringert. Wird die Anzahl residueller Re-
paraturfoci auf die Zellzyklusphasen aufgeschliisselt (Abbildung B), zeigt sich in allen
Zelllinien nach PARP /Weel-Inhibition eine Reduktion der Anzahl an gering geschidigten
Zellen in der Gi-Phase, was die vorzeitige mitotische Passage untermauert (vgl. Abbil-
dung . Uberraschenderweise war bei den UD-SCC-2 der Anteil an Zellen mit wenigen
Foci in der S/Go-Phase nach der dualen Inhibition statistisch signifikant reduziert, obwohl
die durchschnittliche Anzahl der Foci in dieser Fraktion (vgl. Abbildung B) ebenfalls
reduziert war. Aus dem Histogramm der UD-SCC-2 in Abbildung [A-T1]im Anhang ist ana-
log zu dem Histogramm der UPCI-SCC-154 in Abbildung [14| nach PARP /Weel-Inhibition
eine Verschiebung zu hoheren Zahlen residueller 53BP1 Foci erkennbar, bei gleichzeitiger
Reduktion der Zellen mit mindestens 20 Foci.
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Abb. 16: Anteil der Zellen mit maximal drei (< 3) residuellen 53BP1 Repara-
turfoci 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy (HPV-positiv). Dargestellt ist der
prozentuale Anteil an Zellen, die 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy maximal drei re-
siduelle 53BP1 Foci aufweisen. Die p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind
in den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.

Um diese Beobachtung niher zu untersuchen, erfolgte zuséitzlich zur Quantifizierung der An-
zahl an nur gering geschadigten Zellen, eine Betrachtung der stark geschadigten Zellen mit
mindestens 20 Foci (>20). In dieser Arbeit wurde eine maximale Focizahl von 20 quantifi-
ziert, da Zellen mit 20 residuellen Foci bereits eine nur minimale Uberlebenschance besitzen
und weitere Foci daher als irrelevant fiir das Zelliiberleben angesehen werden kénnen. Dabei
bestétigt sich, dass nur in den UM-SCC-47 ein Anstieg an stark geschidigten Zellen nach
dualer Inhibition zu beobachten ist. Im Anhang findet sich dazu die Abbildung A. Aus
den Histogrammen der UPCI-SCC-154 und UD-SCC-2 ist zu erkennen, dass der Anteil an
Zellen mit mindestens 20 residuellen Foci in den S/Ga-Phase-Zellen nach dualer Inhibition
verringert ist. In diesen beiden Zelllinien gibt es zudem kaum Gi-Phase-Zellen mit mindes-
tens 20 residuellen Foci. Die Ursache hierfiir konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklart
werden. Eventuell haben die besonders stark geschédigte Zellen ohne die Moglichkeit zum
Go-Arrest, durch z. B. fehlgeschlagene Zellteilung und nachfolgende Apoptose einen unmit-
telbaren mitotischen Zelltod erlitten, sodass sie hier nicht mehr detektiert wurden.
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4.1.7 Reduktion des Replikationsstresses nach Nukleosid-Zugabe

Anhand der Ergebnisse aus Abschnitt konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von
Weel und PARP/Weel in den HPV-positiven Zelllinien zur Induktion von Replikationss-
tress fithrt. Inwieweit dieser zu der beobachteten Radiosensibilisierung nach dualer Inhibiti-
on beitragt, war bisher noch unklar. Dass die Inhibition der Intra-S/Go-Kontrollpunkte zu
Replikationsstress und in Folge vieler aktiver Replikationsurspriinge und laufender Repli-
kationsgabeln in der Zelle zu einem Mangel an Nukleotiden fiihrt, wurde in der Literatur
bereits mehrfach beschrieben. Zudem konnte beobachtet werden, dass die externe Gabe
von Nukleosiden diesen Replikationsstress teilweise kompensieren kann [48] 90| 99, [117].
Aus extern hinzugegebenen Nukleosiden kann die Zelle iiber Phosphorylierung Nukleotide
herstellen. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde der Einfluss der Nukleosid-Zugabe auf
Replikationsstress, die Radiosensibilisierung und die Anzahl residueller DN A-Reparaturfoci
untersucht. Die Ergebnisse waren zum Teil tiberraschend; leider war es im Rahmen der
Arbeit nicht moglich, diese vertiefend zu untersuchen.

Replikationsstress nach Nukleosid-Zugabe

Um zu untersuchen, ob der Replikationsstress nach dualer Inhibition in HPV-positiven
HNSCC-Zellen durch Zugabe von Nukleosiden reduziert werden kann, wurde die YH2AX-
Signalintensitét mittels Durchflusszytometrie gemessen. Dafiir wurden die Zellen, anders als
in den Versuchen aus Abbildung bereits 4h nach Inhibitorbehandlung und Nukleosid-
Zugabe fixiert. Dies entspricht dem Zeitpunkt von 2 h nach Bestrahlung im Koloniebildungs-
test und ist ein Zeitpunkt, zu dem die DSB-Reparatur besonders aktiv ist (vgl. Reparatur-
Kinetik in Abbildung . Da besonders die yYH2AX-Signalintensitdt in S-Phase-Zellen als
Marker fir Replikationsstress gilt [41], erfolgte das Gating und die Quantifizierung der
vH2AX-positiven Zellen in der mittleren S-Phase (mid-S), sodass weder Gi- noch Ga-
Phase-Zellen die Messungen beeinflussen. Das Gating ist exemplarisch in Abbildung [17] A
dargestellt. In der Quantifizierung (Abbildung B) ist nach dualer Inhibition ein An-
stieg der YH2AX-Signalintensitdt in S-Phase-Zellen zu erkennen, was die Induktion von
Replikationsstress bestétigt. Dieser kann durch die zusétzliche Gabe von Nukleosiden zwar
nicht vollstdndig, aber teilweise reduziert werden. In den UM-SCC-47 ist die Reduktion
weniger stark ausgepréigt, aber ebenfalls signifikant. Die Zugabe von Nukleosiden hat in
der DMSO-Kontrolle keinen Effekt auf die basale yYH2AX-Signalintensitiat. Die Ergebnisse
fiir die Reduktion des Replikationsstresses nach Einzelgabe der Inhibitoren sind in Abbil-
dung im Anhang dargestellt. Daraus ist zu erkennen, dass es durch die Inhibition von
PARP in den drei HPV-positiven Zelllinien zu diesem frithen Zeitpunkt zu einem geringen
Anstieg der YH2AX-Intensitdt kommt und die Zugabe von Nukleosiden diese in zwei der
drei Linien leicht reduzieren kann. Nach der Inhibition von Weel mittels Adavosertib ist
ein deutlicher Anstieg der YH2AX-Intensitdt zu erkennen. In allen drei Zelllinien fithrt die
Zugabe von Nukleosiden zu einer teilweisen Reduktion des Replikationsstresses.
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Abb. 17: Intensitdt der ~YH2AX-Farbung nach Inhibitorbehandlung und
Nukleosid-Zugabe (HPV-positiv). (A): Beispiel fiir das Gating der
vH2AX-positiven UD-SCC-2 Zellen in der mittleren S-Phase (mid-S). (B):
Quantifizierung vH2AX-positiver S-Phase-Zellen 4h nach Inhibitorbehandlung
und Nukleosid-Zugabe. Dargestellt ist der Median der YH2AX-Signalintensitit in
der mittleren S-Phase; normiert auf die unbehandelte Kontrolle im Vergleich zur
nicht-replikativen Gi-Phase, in der keine Effekte zu erwarten sind. Die p-Werte
auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05;
**p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.

Radiosensibilisierung im Koloniebildungstest nach Nukleosid-Zugabe

Die Zugabe von Nukleosiden konnte den Replikationsstress in den HPV-positiven Zelllini-
en sowohl nach alleiniger Weel- als auch nach PARP/Weel-Inhibition reduzieren. Um den
Einfluss des Replikationsstresses auf die Radiosensibilisierung zu untersuchen, wurde das
Zelliiberleben im Koloniebildungstest nach PARP/Weel-Inhibition und Nukleosid-Zugabe
bestimmt. Aus Abbildung[I§ A ist zu erkennen, dass die Reduktion des Replikationsstresses
durch Nukleosid-Zugabe nur in den UD-SCC-2 einen Einfluss auf die Radiosensibilisierung
nach PARP/Weel-Inhibition hat. Dies ist unerwartet, da in der Literatur fiir andere Enti-
tédten Replikationsstress als Faktor fiir die Radiosensibilisierung beschrieben wurde .
Es zeigt sich allerdings, dass in diesen Publikationen hauptséchlich die Inhibition von Weel
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alleine getestet wurde. Daher wurde auch im Rahmen dieser Arbeit der Effekt der Nukleo-
side auf die Radiosensibilisierung nach alleiniger Weel-Inhibition getestet. Diese Ergebnisse
sind in Abbildung [18 B dargestellt. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Parsels
et al. |90] zeigte sich in allen drei Zelllinien eine Reduktion der Radiosensibilisierung nach
Weel-Inhibition.
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Abb. 18: Zelliiberleben nach PARP /Weel- oder Weel-Inhibition und Nukleosid-
Zugabe im delayed-plating Koloniebildungstest (HPV-positiv). Zugabe
von Nukleosiden nach (A): PARP/Weel-Inhibition oder (B): alleiniger Weel-
Inhibition sowie Bestrahlung mit 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy. Die durchgezogenen Linien
zeigen das Zelliiberleben ohne Nukleoside, die gestrichelten Linien das Uberleben
nach Nukleosid-Zugabe. Die p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in den
Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.

Unerwarteterweise kam es auch in den DMSO-behandelten Kontrollen in sehr dhnlichen
Ausmaf zur Induktion einer Radioresistenz, welche in den UD-SCC-2 fiir die 3 Gy und 6 Gy
Dosispunkte Signifikanz erreichte. Auch in den UM-SCC-47 ist ein Trend zur Radioresistenz
beobachten. Wahrend diese Daten also stark darauf hindeuten, dass Replikationsstress auf-
grund von Nukleotidmangel eine wichtige Rolle bei der Radiosensibilisierung unter alleiniger
Weel-Inhibition spielen kann, stellen sie die Bedeutung fiir die Radiosensibilisierung unter
kombinierter PARP/Weel-Inhibition in den untersuchten Zelllinien in Frage. Die PE fur
den Koloniebildungstest der HPV-positiven Zelllinien nach Nukleosid-Zugabe findet sich in
Abbildung im Anhang.
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Radioresistenz nach Nukleosid-Zugabe

Im Koloniebildungstest wurde bei Zugabe von Nukleosiden in den unbehandelten Kontrol-
len iiberraschend die Induktion von Radioresistenz beobachtet. Da dies bisher noch nicht
beschrieben worden ist, wurde eine Reihe von Pilot-Experimenten durchgefiihrt und Proli-
feration, Zellzyklus und residuelle 53BP1 Reparaturfoci nach Nukleosid-Zugabe untersucht.
Dabei zeigte sich in den drei HPV-positiven Zelllinien nach Nukleosid-Zugabe initial eine
leichte Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit, die nur fir die UD-SCC-2 an Tag finf
noch deutlich ausgepragt war (vgl. Abbildung im Anhang). Auch auf die Zellzyklusver-
teilung haben die Nukleoside in den UM-SCC-47 und den UPCI-SCC-154 wenig Einfluss.
In den UD-SCC-2 zeigte sich jedoch ein erhéhter Anteil an Gi-Phase-Zellen auf Kosten
von S-Phase-Zellen. Aulerdem wird insbesondere in den UD-SCC-2 der strahleninduzierte
Go-Arrest durch die Zugabe von Nukleosiden reduziert, was darauf hindeutet, dass weni-
ger residuelle DSB vorhanden waren, um den Ga-Zellzyklus-Kontrollpunkt auszulosen (vgl.
Abbildung im Anhang). Um diese Hypothese nidher zu untersuchen, erfolgte in dieser
Zelllinie eine Quantifizierung residueller 53BP1 Reparaturfoci. Die Zellen wurden, wie in
Abschnitt beschrieben, mit den Nukleosiden und EAU behandelt, um eine Anfirbung
der S-Phase-Zellen zu ermdoglichen. AnschlieBend wurden die Zellen mit 0 Gy und 2 Gy be-
strahlt und 24 h nach Bestrahlung fixiert. Um den Anteil potenziell iiberlebender Zellen zu
untersuchen, erfolgte die Quantifizierung von Zellen mit weniger als drei residuellen 53BP1
Reparaturfoci. Die Ergebnisse sind in Abbildung [19] dargestellt.
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Abb. 19: Zellen mit maximal drei (< 3) residuellen Reparaturfoci nach Nukleosid-
Behandlung (HPV-positiv). Quantifizierung der Zellen mit maximal drei (< 3)
residuellen 53BP1 Foci 24 h nach Bestrahlung mit 0 Gy und 2 Gy. Die Nukleosid-
Zugabe erfolgte 2h vor Bestrahlung. Dargestellt ist die Anzahl dieser gering ge-
schiadigten Zellen tiber alle Zellzyklusphasen (gesamt), aber auch aufgeschliisselt
in EAU+ und EdU- Zellen. Die p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in
den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.

Aus Abbildung [19]ist zu erkennen, dass sich die Anzahl der Zellen mit einer geringen An-
zahl residueller 53BP1 Reparaturfoci (< 3 Foci) nach Bestrahlung mit 2 Gy bei zusétzlicher
Nukleosid-Zugabe erhohte. Dieser Effekt lasst sich sowohl in Zellen beobachten, die zum Zeit-
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4 Ergebnisse

punkt der Bestrahlung aktiv replizieren (EdU+), als auch in der Fraktion der Zellen, die dies
nicht macht (EdU-). Der Anstieg potenziell tiberlebender Zellen nach Nukleosid-Behandlung
bestéatigt die Induktion von Radioresistenz, die in den unbehandelten UD-SCC-2 im Kolo-
niebildungstest beobachtet wurde. Die Anzahl der stark geschadigten Zellen mit mindestens
20 (> 20) residuellen Foci ist in den UD-SCC-2 unabhéngig von der Nukleosid-Zugabe. Dies
ist in Abbildung B im Anhang gezeigt.

Weitere Analysen sind notwendig, um diesen bemerkenswerten Befund der Radioresistenz
durch Nukleosid-Supplementierung in den ansonsten unbehandelten Zellen zu klaren. Da
diese Beobachtung nicht im Fokus dieses Projektes lag, war es nicht moglich, weitergehende
Experimente durchzufiihren.

4.2 Radiosensibilisierung HPV-negativer Zelllinien

In den HPV-positiven Zelllinien hat die duale Inhibition von PARP/Weel zu einer hoch-
wirksamen Radiosensibilisierung gefiihrt. Fiir Patient:innen mit HPV-negativen HNSCC ist
eine Deintensivierung der Therapie, wie sie fiir HPV-positive Patient:innen anvisiert ist,
allerdings keine Option. Diese Patient:innen sprechen weniger gut auf die (Radio-) Therapie
an, was oft mit einer schlechten Prognose einhergeht. Eine Radiosensibilisierung der HPV-
negativen Tumorzellen jedoch kénnte zu einem besseren Ansprechen auf die Therapie und
somit zu einem verbesserten Uberleben der Patient:innen fithren. Aus diesem Grund wurde
der Ansatz der kombinierten Inhibition von PARP/Weel auch in HPV-negativen Zelllinien
getestet; dabei wurden die gleichen Inhibitor-Konzentrationen wie fiir den HPV-positiven
Zelllinien eingesetzt. Die Untersuchungen erfolgten in drei radioresistenten HPV-negativen
Zelllinien (HSC4, SAS, UT-SCC-60A) [22,118]. Wie in den HPV-positiven Zelllinien wurde
mit dem Einfluss der dualen Inhibition auf Proliferation, Mitose und Zellzyklus begonnen.
Anschlielend wurden die Induktion von Replikationsstress, die Radiosensibilisierung im Ko-
loniebildungstest und die Anzahl residueller DSB untersucht.

4.2.1 Proliferation nach dualer Inhibition

Der Einfluss der Inhibition von PARP und Weel auf die Wachstumsgeschwindigkeit der
drei HPV-negativen Zelllinien wurde an Tag eins, drei und fiinf untersucht. Die Ergebnisse
fiir die Zellzahl an Tag fiinf sind in Abbildung [20[ dargestellt. In allen drei Zelllinien zeigte
sich unter Inhibitorbehandlung eine verminderte Wachstumsgeschwindigkeit. Es gibt keine
Hinweise auf einen synergistischen Effekt der Inhibitoren.
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Abb. 20: Proliferation nach Inhibitorbehandlung (HPV-negativ). Gezeigt ist die
Zellzahl an Tag fiinf nach Inhibitorbehandlung.

4.2.2 Fraktion mitotischer Zellen nach dualer Inhibition

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass die in dieser Arbeit untersuchten HPV-negativen
Zelllinien nach Bestrahlung nur einen schwach ausgeprigten Go-Arrest ausbilden [22]. Den-
noch soll der Einfluss der dualen Inhibition auf den Go-Arrest im Rahmen dieser Arbeit
ndher untersucht werden. Analog zu den HPV-positiven Zelllinien wurde dabei mit der Frak-
tion der mitotischen Zellen begonnen und die p-H3-positiven Zellen 5h nach Bestrahlung
mit 0 Gy und 6 Gy quantifiziert. Aus Abbildung [21] ist zu erkennen, dass die Bestrahlung
mit 6 Gy den Eintritt in die Mitose auch in den HPV-negativen Zellen fast vollsténdig blo-
ckiert und sich die Fraktion der p-H3-positiven Zellen auf fast null reduziert. Die Inhibition
von Weel und die duale Inhibition von PARP/Weel konnte die Anzahl mitotischer Zel-
len in den drei Zelllinien zwar leicht erhohen, aber in keiner der Zelllinien wieder auf das
Ausgangsniveau der Kontrolle bei 0 Gy zurtickbringen.
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Abb. 21: Fraktion der mitotischen Zellen (HPV-negativ). Quantifizierung der p-H3
positiven Zellen in der Durchflusszytometrie. Die Zellen wurden 2 h nach Inhibitor-
behandlung mit 0 Gy und 6 Gy bestrahlt und 5 h spéter fixiert. Das Gating erfolgte
analog zu den HPV-positiven Zellen in Abbildung [§] A. Gezeigt ist der Median der
p-H3-Signalintensitét.

p-H3+ (% der Zellen)
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Der Effekt der dualen Inhibition auf die Hemmung des Go-Arrestes war deutlich geringer als
der Effekt der Weel-Inhibition alleine. Im Unterschied zu den HPV-positiven Zelllinien hat
eine Inhibition von Weel in den HPV-negativen Zelllinien nur einen sehr geringen Einfluss
auf den S/Go-Kontrollpunkt und den Anteil der mitotischen Zellen.

4.2.3 Untersuchung des Zellzyklus

Aufgrund des schwach ausgeprigten Gao-Arrestes erfolgte die Analyse der Zellzyklusvertei-
lung in den HPV-negativen Zelllinien bereits 12 h nach Bestrahlung [22]. Die Ergebnisse der
Zellzyklusverteilung sind in Abbildung [22] dargestellt. In allen drei Zelllinien zeigt sich nach
Bestrahlung ein Anstieg an Ga-Phase-Zellen; das Ausmafl des Ga-Arrestes variiert allerdings
zwischen den Zelllinien.
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Abb. 22: Zellzyklus 12 h nach Bestrahlung (HPV-negativ). Analyse der Zellen in den
verschiedenen Zellzyklusphasen. Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt
und 2 h spéter mit 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy bestrahlt. Die Fixation erfolgte 12 h nach
Bestrahlung.

Die Inhibition von Weel fiihrt nur zu einer minimalen Reduktion des Go-Arrestes, nach
dualer Inhibition ist diese sogar nur in den UT-SCC-60A erkennbar. Dies bestéitigt die
Ergebnisse aus den Mitose-Experimenten, bei denen der Anteil der mitotischen Zellen durch
Weel- und PARP /Weel-Inhibition ebenfalls nur in geringem MafBe gesteigert werden konnte

(vgl. Abschnitt [4.2.2)).

4.2.4 Replikationsstress: Messung der YH2AX-Signalintensitit

Um den Replikationsstress nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung zu quantifizieren,
erfolgte die Messung der vyH2AX-Signalintensitédt in der Durchflusszytometrie. Die drei
HPV-negativen Zelllinien wurden mit den Inhibitoren behandelt und 2h spiter mit 0 Gy,
3Gy und 6 Gy bestrahlt. Die Fixation erfolgte 24h nach Bestrahlung. Das Gating der
~vH2AX-positiven S/Go-Phase-Zellen wurde analog zu den HPV-positiven Zelllinien durch-
gefithrt (vgl. Abbildung [11] A). Der prozentuale Anteil an S/Ggo-Phase mit hoher yYH2AX-
Signalintensitdt nach Inhibitorbehandlung ist in Abbildung dargestellt. Wie auch in
den HPV-positiven Zelllinien ist in den HPV-negativen Zelllinien nach Weel-Inhibition zu
einem Anstieg der yYH2AX-Signalintensitdt zu beobachten. Die Kombination aus PARP-
und Weel-Inhibition fithrt in den drei Zelllinien zu keinem weiteren Anstieg der YH2AX-
Signalintensitit im Vergleich zur alleinigen Weel-Inhibition. Die Gabe von Olaparib fithrt
nur in den HSC4 zu einem leichten Anstieg des Replikationsstressmarkers yYH2AX.
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Abb. 23: Intensitdt der YH2AX-Farbung 26 h nach Inhibitorbehandlung (HPV-
negativ). Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt und 26 h spéter fixiert.
Die Messung der yYH2AX-Intensitét erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Darge-
stellt ist die Quantifizierung des Anteils an S- und Go-Phase-Zellen mit hoher
~vH2AX-Signalintensitdt. Die p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in
den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) markiert. In
Abbildung im Anhang ist die YH2AX-Signalintensitat einschlielich der be-
strahlten Proben dargestellt.

Eine Erweiterung des Versuches aus Abbildung um die Daten der bestrahlten Proben
findet sich in Abbildung [A17] im Anhang. Aus der Abbildung ist zu erkennen, dass die
Bestrahlung nur einen geringen Einfluss auf die YH2AX-Signalintensitdt hat. Zudem ist
aus Abbildung [A17) auch die Heterogenitat der Zelllinien in Bezug auf Behandlung und
Bestrahlung erkennbar. Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Inhibition von Weel
oder PARP/Weel in den HPV-negativen Zelllinien zu Replikationsstress fiihrt; zusétzli-
che Bestrahlung erhoht diesen jedoch nicht weiter. Die Hemmung von PARP hat keinen
nennenswerten Einfluss auf die yYH2AX-Signalintensitét.

4.2.5 Radiosensibilisierung im Koloniebildungstest

Die Untersuchung der Radiosensibilisierung durch die duale Inhibition von PARP/Weel
erfolgte auch in den HPV-negativen Zelllinien im delayed-plating Koloniebildungstest. Das
Zelliiberleben nach Einzel- und Kombinationsbehandlung mit den Inhibitoren und Bestrah-
lung mit 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy ist in Abbildung [24] dargestellt. Aus Abbildung [24]ist in allen
drei Zelllinien nach Behandlung mit den Inhibitoren eine Radiosensibilisierung erkennbar.
Auch unter Einzelbehandlung ist das Zelliiberleben verringert, am deutlichsten ist die Ra-
diosensibilisierung jedoch fir die kombinierte Inhibition von PARP /Weel. Der grofite Effekt
der dualen Inhibition ist in den SAS zu erkennen, aber auch fir die UT-SCC-60A zeigt sich
nach Bestrahlung mit 6 Gy noch eine statistisch signifikante Radiosensibilisierung. Die PE
fiir die HPV-negativen Zelllinien findet sich in Abbildung im Anhang.

80



4 Ergebnisse

HSC4 SAS UT60a
c 1 1 1
.0
§ 0.1 0.1 0.1
t - 17 . " . -‘
[o)]
S 0.014 0.014 0.014
2
a 0.0014 0.0014 0.001+
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
dose, Gy
— DMSO ——  Olaparib (1uM) —— Adavosertib (240nM) —— Ola/AZD

Abb. 24: Uberleben im delayed-plating Koloniebildungstest (HPV-negativ). Ra-
diosensibilisierung der Zellen nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung mit 0 Gy,
3 Gy und 6 Gy.

4.2.6 Residuelle Doppelstrangbriiche in der Immunfluoreszenz

Um die Ursachen der im Koloniebildungstest beobachteten Radiosensibilisierung nach dualer
Inhibition ndher zu untersuchen, erfolgte die Auszdhlung residueller DSB in der IF. Die drei
HPV-negativen Zelllinien wurden mit den Inhibitoren behandelt und 2h spater mit 0 Gy
und 2 Gy bestrahlt. Die Fixation erfolgte 24 h nach Bestrahlung. Da in den HPV-negativen
Zelllinien nach Weel- und PARP /Weel-Inhibition nur geringe Veranderungen des Zellzyklus
festgestellt wurden, erfolgte keine Anfarbung des Zellzyklusmarkers Geminin. Stattdessen
wurden die beiden DSB-Marker 53BP1 und YH2AX eingesetzt. In Abbildung [25] A ist die
IF-Farbung exemplarisch fiir HSC4-Zellen dargestellt.
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Abb. 25: Farbung und Quantifizierung pan-nukleir gefidrbter YH2AX-positiver
Zellen (HPV-negativ). Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt und
2h spéter mit 2 Gy bestrahlt. Die Fixation erfolgte 24 h nach Bestrahlung. (A):
Beispielbild der IF-Farbung in HSC4 Zellen. Die Zellkerne sind in DAPI blau
eingefarbt, die 53BP1 Foci in griin und yYH2AX in rot. (B): Quantifizierung der
Zellen mit pan-nukledrer YH2AX-Farbung.
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Die Zellkerne sind in blau, die 53BP1 Foci in griin und die yYH2AX-Farbung in rot erkenn-
bar. Nach der Inhibition von Weel und PARP/Weel zeigten auffillig viele Zellen nicht,
wie erwartet, singuldre YH2AX Foci, sondern einen vollstdndig YH2AX-positiven Zellkern.
Diese Zellen mit einer pan-nukledren Farbung sind als rote Kerne in Abbildung A er-
kennbar. Ursache fiir diese pan-nukledre YH2AX-Farbung ist erhéhter Replikationsstress
in den S-Phase-Zellen. Die Quantifizierung dieser YH2AX-positiven Zellkerne ist in Abbil-
dung B dargestellt und bestétigt die Ergebnisse der Messungen im Durchflusszytome-
ter, in denen ebenfalls ein Anstieg der YH2AX-Intensitét zu beobachten war (vgl. Abbil-
dung [A.17). Aufgrund der hohen Anzahl an YH2AX pan-nukledr gefirbter Kerne war eine
Auszdhlung der kolokalisierten 53BP1/yH2AX Foci nicht méglich; es erfolgte daher aus-
schlieBlich die Quantifizierung der residuellen 53BP1 Foci. Die Auszdhlung wurde einmal
einschlieflich der YH2AX pan-nukleér-positiven Zellen und einmal ohne diese durchgefiihrt.
Aus Abbildung [26] ist zu erkennen, dass bereits die Einzelbehandlungen mit den Inhibito-
ren in den HPV-negativen Zelllinien zu einem Anstieg residueller Reparaturfoci fithren. Der
starkste Anstieg residueller DSB kann allerdings fiir die kombinierte PARP /Weel-Inhibition
beobachtet werden. Ob die YH2AX pan-nukledren Kerne in die Auswertung mit einbezogen
werden, fithrt nur zu geringen Unterschieden in der Auswertung.
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: Residuelle 53BP1 Reparaturfoci 24 h nach Bestrahlung mit 2 Gy (HPV-
negativ). Quantifizierung residueller 53BP1 Reparaturfoci mittels IF. Die Zellen
wurden mit den Inhibitoren behandelt und 2h spéter mit 2 Gy bestrahlt. Die
Fixation erfolgte 24 h nach Bestrahlung.

strahleninduzierte
Foci pro Zellkern (2Gy)
(<]
strahleninduzierte
Foci pro Zellkern (2Gy)

Abb.

[\)
D

Wie auch in den HPV-positiven Zelllinien erfolgte eine Analyse der nur gering geschadigten
Zellen; dafiir wurden die Kerne mit maximal drei (< 3) residuellen 53BP1 Foci quantifiziert.
Die nur wenig geschiadigten Zellen sind fiur das Zelliiberleben von besonderer Bedeutung.
Die Ergebnisse sind in Abbildung dargestellt; in der linken Abbildung einschlielich
der YH2AX pan-nukledren Kerne, rechts ohne diese. Nach dualer Inhibition zeigt sich eine
deutliche Abnahme der nur gering geschidigten Zellen in allen drei Zelllinien. Auch die Ein-
zelgabe der Inhibitoren fiihrt zu einer Abnahme der Zellen mit maximal drei Foci, allerdings
variiert hierbei der Effekt der Inhibitoren zwischen den Zelllinien. Abschlieflend erfolgte in
den HPV-negativen Zelllinien die Betrachtung der am stérksten geschidigten Zellen, da
diese fiir das Zelliiberleben von besonderer Bedeutung ist. In Abbildung im Anhang
ist die Anzahl der Kerne mit mindestens 20 (> 20) Foci dargestellt. Auch hier zeigt sich ein
geringer Anstieg der stark geschiadigten Zellen nach den Einzelbehandlungen und die duale
Inhibition hat in allen drei Zelllinien den stérksten Effekt und fiithrt zu einem deutlichen
Anstieg an stark geschadigten Zellen.
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Abb. 27: Anteil der Zellen mit maximal drei (< 3) residuellen 53BP1 Foci 24 h
nach Bestrahlung mit 2 Gy (HPV-negativ). Dargestellt ist der prozentuale
Anteil an Zellen mit maximal drei residuellen 53BP1 Foci. In der linken Abbildung
sind die pan-nukleér gefdrbten Kerne in die Auswertung eingezogen, in der rechten
Abbildung sind diese Kerne aus der Auswertung ausgeschlossen. Zwischen den
beiden Moglichkeiten der Auswertung zeigen sich nur geringe Unterschiede.

4.2.7 Reduktion des Replikationsstresses nach Nukleosid-Zugabe

Auch in den HPV-negativen Zelllinien konnte nach Inhibition von Weel und PARP /Weel
ein Anstieg der YH2AX-Signalintensitéit gemessen werden, was auf erhohten Replikationss-
tress hindeutet. Allerdings zeigte die Inhibition von Weel nur einen sehr geringen Einfluss
auf die Intra-S/Go-Kontrollpunkte und die Fraktion mitotischer Zellen erhohte sich nach
der Inhibition von Weel oder dualer PARP/Weel-Inhibition nur geringfiigig.

Analog zu den HPV-positiven Zelllinien wurde auch in den HPV-negativen Zelllinien unter-
sucht, inwieweit die Zugabe von Nukleosiden den Replikationsstress reduzieren kann. Die
Untersuchung der Induktion von Replikationsstress nach Nukleosid-Zugabe erfolgte mittels
Messung der yH2AX-Signalintensitédt in der Durchflusszytometrie. Die Zugabe der Nukleo-
side zu den Zellen erfolgte zeitgleich mit der Inhibitor-Zugabe, die Fixation 4h spéter.
Das Gating zur Quantifizierung der yYH2A X-positiven S-Phase-Zellen erfolgte analog zu den
HPV-positiven Zelllinien (vgl. Abbildung A). Der Median der yH2AX-Signalintensitéit
in den Zellen der mittleren S-Phase nach Inhibitorbehandlung und Nukleosid-Zugabe ist
in Abbildung 28] dargestellt. Im Unterschied zu den HPV-positiven Zelllinien lasst sich der
Replikationsstress nach Weel- und PARP/Weel-Inhibition durch die Zugabe von Nukleosi-
den in den HPV-negativen Zellen kaum reduzieren. Aus Abbildung [28]ist nur in den HSC4
Zellen nach Nukleosid-Zugabe und Weel-Inhibition eine statistisch signifikante Reduktion
der YH2AX-Signalintensitét in den Zellen der mittleren S-Phase zu beobachten.

Da 4 h nach Nukleosid-Zugabe kaum eine Reduktion des Replikationsstresses erkennbar war,
erfolgte eine weitere Messung zu einem spéteren Zeitpunkt. Die yYH2AX-Signalintensitét in
S-Phase-Zellen 24 h nach Nukleosid-Behandlung ist in Abbildung im Anhang gezeigt.
Auch hier ist nur eine geringe Reduktion der yYH2AX-Signalintensitét nach Weel-Inhibition
und Nukleosid-Zugabe messbar.
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Abb. 28: Intensitidt der YH2AX-Fiarbung 4h nach Inhibitorbehandlung und
Nukleosid-Zugabe (HPV-negativ). Quantifizierung ~vyH2AX-positiver S-
Phase-Zellen 4h nach Inhibitorbehandlung und Nukleosid-Zugabe. Die Normie-
rung erfolgte auf die Gi-Phase der unbehandelten Kontrolle. Die p-Werte auf Basis
des zweiseitigen t-Tests sind in den Graphiken mit Asterisk (*p < 0.05; **p < 0.01;
*%p < 0.001) markiert.
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4.3 Vergleich der Ergebnisse von HPV-positiven und
HPV-negativen Zelllinien

Tabelle 12: Vergleich der Ergebnisse von HPV-positiven und HPV-negativen
Zelllinien. Ubersicht der Ergebnisse zur Radiosensibilisierung HPV-positiver
und HPV-negativer Zelllinien mittels Inhibition von PARP und Weel.

Versuch

HPV-positiv

HPV-negativ

Fraktion mitotischer
Zellen

Zellzyklus

Replikationsstress

Radiosensibilisierung

Bestrahlung mit 6 Gy unter-
driickt Mitose fast vollstan-
dig. Inhibition von Weel und
PARP/Weel erhoht den An-
teil mitotischer Zellen zum
Teil iber das Ausgangsniveau

hinaus (Abschnitt D .

Ausgeprigter Go-Arrest
nach Bestrahlung; Reduk-
tion durch Inhibition von
Weel und PARP/Weel.
Zunahme von S-Phase-Zellen

(Abschnitt .

Inhibition von Weel fiihrt
zu einem starkem Anstieg
der ~yH2AX-Signalintensitét
in S/Gg-Phase-Zellen. Duale
Inhibition von PARP/Weel
erhoht den Anteil der yYH2AX-
positiven Zellen allerdings

nicht weiter (Abschnitt .

Ausgepriigte Radiosensi-
bilisierung im  Koloniebil-
dungstest; starkster Effekt
fr die duale Inhibition

(Abschnitt .
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Bestrahlung mit 6 Gy unter-
driickt Mitose fast vollstan-
dig. Inhibition von Weel und
PARP/Weel erhoht den An-
teil mitotischer Zellen hinge-
gen kaum (Abschnitt .

Schwach ausgeprigter
Go-Arrest nach  Bestrah-
lung; kaum Reduktion
durch Inhibition von Weel

und  PARP/Weel (Ab-

schnitt .

Inhibition von Weel fiihrt zu
einem Anstieg der YH2AX-
Signalintensitit in S/Ga-
Phase-Zellen. Duale Inhibiti-
on von PARP/Weel erhoht
den Anteil der ~H2AX-
positiven Zellen nicht weiter

(Abschnitt .

Radiosensibilisierung im Ko-
loniebildungstest;  starkster
Effekt fiir die duale Inhibition

(Abschnitt .
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Residuelle DSB

Replikationsstress
(nach Nukleosiden)

Radiosensibilisierung
(nach Nukleosiden)

Anzahl residueller Repa-
raturfoci erhoht sich nach
PARP/Weel-Inhibition nicht.
Verschiebung der residuellen
Foci von der Go- in die Gi-
Phase; dies ist ein Hinweis fiir
die Passage durch die Mitose
trotz  unreparierter DSB.
Zahl der Zellen mit maximal
drei residuellen Foci verrin-
gert sich nach der dualen

Inhibition (Abschnitt .

Zugabe von  Nukleosiden
reduziert den  Replikati-
onsstress nach Weel- und

nach PARP/Weel-Inhibition

(Abschnitt .

Nukleoside den
radiosensibilisierenden Ef-
fekt der Weel-Inhibition.
Nach dualer Inhibition ist
dieser Effekt nur noch in den
UD-SCC-2 zu beobachten.
Induktion von Radioresis-
tenz in der unbehandelten
Kontrolle zu  beobachten

(Abschnitt 4.1.7)).

verringern

Anzahl residueller Repa-
raturfoci erhoht sich nach
PARP /Weel-Inhibition;

zudem verringert sich die
Zahl der Zellen mit maxi-
mal drei residuellen Foci

(Abschnitt .

Zugabe von  Nukleosiden
reduziert den Replikationss-
tress nach Weel- und nach

PARP /Weel-Inhibition nicht

(Abschnitt .

Da Nukleoside den Repli-
kationsstress nicht zuverlés-
sig reduzieren konnten, er-
folgten keine Untersuchun-
gen zur Radiosensibilisierung
nach Nukleosid-Zugabe.

4.4 Validierung der Daten aus der Zellkultur in ex vivo
Gewebeschnitten

Bisher beruhen die Nachweise der Radiosensibilisierung von Kopf-Hals-Tumorzelllinien in
der Literatur weitgehend auf etablierten HNSCC-Zelllinien. Vor allem im Fall von HPV-
positiven HNSCC-Zelllinien gibt es nur wenige und meist stammen diese nicht aus dem
Oropharynx. Zudem zeigt sich immer wieder, dass sich die Ergebnisse aus der Zellkultur
nicht zuverldssig in die Klinik iibertragen lassen. Um die Ergebnisse aus der Zellkultur
zu validieren, wurde die Wirkung der dualen Inhibition auch in HPV-positiven und HPV-
negativen ex vivo Gewebeschnitten untersucht. Diese Versuche wurden in Zusammenarbeit
mit Dr. H. Zech durchgefiihrt [95]. Dafiir wurden die ez vivo Gewebeschnitte mit der Kom-
bination aus PARP/Weel-Inhibition behandelt und 2h spéter mit 0 Gy, 3Gy und 6 Gy
bestrahlt. Die Fixation der Gewebeschnitte erfolgte 24 h nach Bestrahlung, um die Anzahl
residueller DSB zu analysieren. Zusétzlich wurde eine Probe bereits 2h nach Bestrahlung
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fixiert, um die Induktion von DSB zu iiberpriifen. Anschlieflend erfolgte die IF-Farbung in
5pm Kryoschnitten des Gewebes. Dabei wurden die Tumorzellen tiber den Tumormarker
p63 und die residuellen DSB als 53BP1 Reparaturfoci detektiert. In Abbildung ist ein
Beispiel der Gewebeschnitte 24 h nach Bestrahlung mit 3 Gy gezeigt.

(A) (B)
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Abb. 29: Quantifizierung residueller 53BP1 Reparaturfoci nach Bestrahlung in
ex vivo Gewebeschnitten. (A): Beispielbild der Farbung eines ex vivo Gewe-
beschnittes 24 h nach Bestrahlung mit 3 Gy: Die Zellkerne sind mittels DAPI in
blau angefirbt, die Tumorzellen wurden mit dem Tumormarker p63 (rot) markiert.
Die 53BP1 Foci sind in griin erkennbar. (B): Quantifizierung residueller 53BP1
Reparaturfoci in HPV-positiven und HPV-negativen ex vivo Gewebeschnitten 24 h
nach Bestrahlung mit 3 Gy. Die HPV-positiven ex vivo Gewebeschnitte weisen nach
Bestrahlung mit 3 Gy eine signifikant hohere Anzahl residueller 53BP1 Foci auf.
Die Versuche zur Quantifizierung residueller 53BP1 Foci wurden zum Teil von
Dr. H. Zech durchgefiihrt.

In Abbildung [29] A ist ein Beispielbild der IF-Farbung gezeigt. Darin sind die 53BP1 Foci
in griin erkennbar, bei den rot eingefdrbten Zellkernen handelt es sich um p63-positive Zell-
kerne. Dieses sind Tumorzellen, welche zudem héufig grofler und starker deformiert sind als
die Zellen des Normalgewebes. Im unteren Bildrand in Abbildung A sind p63-negative
Zellkerne des Normalgewebes zu erkennen. In Abbildung B ist die Quantifizierung der
53BP1 Foci fiir HPV-negative und HPV-positive ex vivo Gewebeschnitte nach Bestrahlung
mit 3 Gy aufgetragen. Die Tumorproben der Patient:innen sind in der Abbildung 29| B mit
S1 bis S26 benannt. Die HPV-positiven Tumore weisen nach Bestrahlung mit 3 Gy, bei
grofler Varianz, eine im Durchschnitt erheblich hohere Anzahl residueller Foci auf als die
HPV-negativen (s. Abbildung C). Dies bestétigt die Ergebnisse aus den Experimenten
in Zellkultur und die Beobachtungen aus der Klinik, da in HPV-positiven HNSCC wieder-
holt ein DNA-Reparaturdefekt nachgewiesen werden konnte, der mit einer erhdhten Anzahl
residueller DSB einhergeht [22]. In Abbildung ist die Anzahl residueller 53BP1 Foci
nach dualer Inhibition von PARP/Weel dargestellt. In dieser Abbildung sind weniger Pa-
tient:innenproben dargestellt als in Abbildung da nicht von jedem Tumor ausreichend
Material fiir alle Versuchsansétze vorhanden war. Aus Abbildung[30|zeigt sich, dass die dua-
le Inhibition in vier von sechs HPV-negativen Tumoren zu einem klaren Anstieg residueller
53BP1 Foci fiihrt, wihrend dies in einem Grofiteil der HPV-positiven Tumoren nicht der
Fall ist. Diese Ergebnisse bestétigen die Resultate aus der Zellkultur: In den HPV-positiven
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Zellen war dort ebenfalls kein Anstieg der residuellen Focizahl nach dualer Inhibition erkenn-
bar, sondern es kam zu einer Verschiebung der residuellen 53BP1 Foci von der S/Gs-Phase
in die Gi-Phase (vgl. Abbildung . In den HPV-negativen Zelllinien hingegen war ein An-
stieg der absoluten Foci-Zahl messbar (vgl. Abbildung ; dieser ist auch in der Mehrzahl
der ez vivo Gewebeschnitten zu beobachten.
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Abb. 30: Residuelle 53BP1 Reparaturfoci nach PARP /Weel-Inhibition und Be-
strahlung mit 3 Gy in ex vivo Gewebeschnitten. Die ex vivo Gewebeschnitte
wurden mit der PARP/Weel-Inhibition behandelt und 2h spéter mit 3Gy be-
strahlt. Dargestellt sind die residuellen 53BP1 Reparaturfoci 24 h nach Bestrah-
lung.

53BP1 Foci/Zellkern

Fir die HPV-negativen Tumorproben, die nach der Inhibition von PARP/Weel keine er-
hohte Anzahl residueller Reparaturfoci zeigen (vgl. Tumorprobe Nummer S16), ist zu ver-
muten, dass eine Radiosensibilisierung mittels dualer Inhibition nicht sinnvoll ist. Da alle
untersuchten Zelllinien erhchte Focizahlen und Radiosensibilisierung gezeigt haben, ist dies
allerdings bisher noch nicht experimentell zu belegen. Trotzdem scheint bei der Auswahl
von Patient:innen zur Tumorradiosensibilisierung Achtsamkeit geboten.

4.5 Vergleich der manuellen und der automatisierten
Auszahlung in ImagelJ

Die Auszéhlung residueller Reparaturfoci ermoglicht es, die Schidigungen ionisierender
Strahlung in Form der entstandenen DSB zu quantifizieren. Eine manuelle Auszdhlung
der Reparaturfoci, wie sie auch in der vorliegenden Dissertation durchgefithrt wurde, ist
jedoch sehr zeitintensiv. Das FErgebnis wird zudem durch den Beobachter beeinflusst, da
die Entscheidung welche Zellen in die Auswertung einbezogen und auch der Grenzwert der
minimalen Grofle residueller Foci subjektiv sind. Dies fihrt zu mangelnder Reproduzier-
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barkeit und Problemen beim Vergleich der Ergebnisse zwischen verschiedenen Laboren und
Arbeitsgruppen. Eine automatisierte Auszihlung konnte eine Zeitersparnis bei der Quanti-
fizierung residueller DSB und eine verbesserte Vergleichbarkeit der Ergebnisse erméglichen.
Im Rahmen dieser Dissertation soll daher untersucht werden, ob mit dem frei verfiigharen
Programm ImageJ eine automatisierte Auszdhlung mdoglich ist und inwieweit diese Ergeb-
nisse mit der manuellen Auswertung vergleichbar sind.

Das Feld der automatisierten Auszdhlung ist sehr komplex und eine Optimierung des Pro-
tokolls kann viel Zeit in Anspruch nehmen. Im Rahmen dieser Dissertation wurde daher
nur grundlegend untersucht, ob sich mit relativ einfachen Mitteln eine Vereinfachung und
Vereinheitlichung der Auszdhlung erreichen ldsst. Begonnen wurde dafiir mit der automa-
tisierten Auszdhlung der DAPI gefarbten Zellkerne in den drei HPV-positiven Zelllinien
UD-SCC-2, UM-SCC-47 und UPCI-SCC-154. In den UM-SCC-47 erfolgte anschliefend eine
automatisierte Auszahlung residueller 53BP1 Reparaturfoci. Die Bearbeitung der Bilder so-
wie das Erstellen der Schnittbilder erfolgte in der AxioVision Software. In diesem Programm
wurden die Zellkerne und Foci auch manuell ausgezahlt. Die automatisierte Auszéhlung von
Zellkernen und Reparaturfoci erfolgte dann in dem Programm ImageJ. Das detaillierte Vor-
gehen ist im Protokoll im Anhang beschrieben.

4.5.1 Automatisierte Auszidhlung der Zellkerne

Fiir den Vergleich von manueller und automatisierter Auszdhlung der DAPI gefarbten Zell-
kerne wurden je Zelllinie fiinf Bilder der unbehandelten Kontrolle genutzt. Die Ergebnisse
der automatisierten Auszdhlung der Zellkerne sind in Abbildung [31] fiir die drei Zelllinien
dargestellt.
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Abb. 31: Vergleich der manuellen und automatisierten Auszihlung der Zellkerne.
Die Auszdhlung der DAPI gefdarbten Zellkerne erfolgte in jeweils fiinf Bildern der
unbehandelten Kontrolle in den drei HPV-positiven Zelllinien. In der Abbildung
sind Mittelwert und SD der Ergebnisse von manueller und automatisierter Aus-
zahlung eingezeichnet.

Aus Abbildung [31] zeigt sich, dass die automatisierte Auszdhlung in den verschiedenen Zell-
linien unterschiedlich gut funktioniert. Die grofite Differenz zwischen der manuellen und
der automatisierten Auszdhlung zeigt sich in den UPCI-SCC-154. Die manuell bestimmte
Zellzahl liegt im Mittel etwa 18 % hoher als die automatisiert ausgeziahlte Zellzahl. Eine
mogliche Ursache fir die starke Abweichung ist, dass es sich bei den UPCI-SCC-154 um
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eine besonders dicht wachsende Zelllinie handelt und sich die Zellkerne oft iiberlappen. Ein
Beispielbild der UPCI-SCC-154 ist in Abbildung A im Anhang gezeigt. Die Differenz
von manueller und automatisierter Auszdhlung in den UD-SCC-2 und den UM-SCC-47 ist
geringer und liegt bei etwa 11 % und 9 %. Aber auch hier fithren fehlerhaft getrennte Zell-
kerne zu Abweichungen. Zwar wurde die Funktion Watershed in ImageJ genutzt, um die
Zellen voneinander zu separieren, allerdings funktionierte dies nicht immer zuverldssig. In
Abbildung A ist ein Beispiel in den UD-SCC-2 zu sehen, in denen die Zellkerne nicht
korrekt voneinander separiert werden konnten.

(A)

(B)

Abb. 32: Beispiele fiir Fehlerquellen in der automatisierten Auszidhlung. Die Bilder
zeigen die unbehandelte Kontrolle. Links ist das Schnittbild aus AxioVision und
rechts das bindre Bild der DAPI-Farbung aus ImageJ zu sehen. (A): Es ist die
fehlerhafte Separierung von Zellkernen in den UD-SCC-2 gezeigt. Dies ist z. B. an
den Zellen mit den Nummern 2, 3 und 5 zu erkennen. (B): Bereits abgestorbene
Zellen werden von ImagelJ als vitale Zelle erkannt und gezahlt. Dieses Problem tritt
insbesondere in den UM-SCC-47 auf und ist z. B. in den Zellen mit den Nummern
6 und 27 zu sehen.
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Die Abbildung [32] zeigt Beispiele fiir Fehler bei der automatisierten Ausziahlung. Im oberen
rechten Bildrand in Abbildung [32] A findet z. B. eine unzureichende Trennung der iiberein-
ander wachsenden Zellen statt (s. Zellen mit den Nummern 2, 3 und 5); allerdings werden
auch einzelne Zellen falschlicherweise in zwei geteilt (s. Zellen Nummer 14 und 16). Eine
weitere Fehlerquelle sind angeschnittene Zellen am Bildrand. Teilweise werden diese Zellen
in die automatisierte Auszidhlung einbezogen, selbst wenn die Einstellung Fxclude on edges
ausgewahlt ist. Dies ist z.B. in den Zellen Nummer 1 und Nummer 2 in Abbildung B
zu sehen. Die angeschnittene Zelle zwischen diesen beiden Zellen hingegen wurde bei der
automatisierten Auszdhlung nicht beriicksichtigt. Auch abgestorbene Zellen oder Zellen in
der Mitose werden bei der automatisierten Auszdhlung nicht immer als solche erkannt. Im
Originalbild in Abbildung 32| B ist deutlich zu erkennen, dass es sich bei der Zelle Nummer
6 um eine nicht mehr vitale Zelle handelt. Auch bei der Zelle Nummer 27 ist zu erkennen,
dass diese sich entweder in der Mitose befindet oder bereits tot ist; bei Erstellen der bi-
ndren Abbildung in ImageJ geht diese Information jedoch verloren. Ein &hnliches Problem
besteht auch bei Bildartefakten, wie z. B. im oberen rechten Rand (Zelle Nummer 10) in
Abbildung [32] B; in solchen Fillen ist eine manuelle Kontrolle notwendig.

Aus Abbildung ist zu erkennen, dass sich fiir die UM-SCC-47 die geringste Differenz
zwischen manueller und automatisierter Auszéhlung ergibt. Die Zellen dieser Zelllinie sind
relativ grofl und wachsen vereinzelt, wodurch eine gute Separation der Zellkerne moglich ist.
Daher erfolgte in dieser Zelllinie zusétzlich ein Vergleich von manueller und automatisierter
Auszéhlung der Zellkerne in jeweils funf Bildern der behandelten Proben. Die Ergebnisse
sind in Abbildung [33] A dargestellt.
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Abb. 33: Vergleich der manuellen und automatisierten Auszidhlung der Zellkerne
in den UM-SCC-47. Die Auszidhlung erfolgte je in funf Bildern der einzelnen
Behandlungen. (A): Dargestellt sind Mittelwert und SD fiir die manuelle und au-
tomatisierte Auszdhlung. (B): Bland-Altman-Diagramm zum Vergleich von ma-
nueller und automatisierter Auszdhlung der Zellkerne.

Aus Abbildung A ist zu erkennen, dass die Zellzahl, die sich aus der automatisierten
Auszdhlung ergibt, in der Regel hoher liegt als die manuell bestimmte Zellzahl. In Abbil-
dung [33| B ist ein Bland-Altman-Diagramm zum Vergleich der manuellen und der automa-
tisierten Auszéhlung in den UM-SCC-47 aufgetragen. Bland-Altman-Diagramme kénnen
genutzt werden, um eine neue mit einer etablierten Messmethode zu vergleichen [119]. Da-
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fir wird die Differenz (x; - y;) eines Messergebnisses, das mit den zwei Messmethoden
x und y gemessen wurde, iiber dem Mittelwert der Messergebnisse (x; + y;)/2. Aus der
mittleren Differenz ergibt sich der Bias der beiden Messmethoden. In der Regel werden im
Bland-Altman-Diagramm noch die Limits of Agreement angegeben, die sich aus der mitt-
leren Differenz £+ 1.96-SD berechnen [119]. Da in Abbildung (33| B die Ergebnisse unter
verschiedenen Versuchsbedingungen dargestellt sind, wurde aus Griinden der Ubersicht-
lichkeit darauf verzichtet. Der Bias, die SD des Bias sowie die Limits of Agreement des
Bland-Altman-Diagramms finden sich jedoch in der Tabelle im Anhang. Auch aus dem
Bland-Altman-Diagramm in Abbildung[33|B zeigt sich besonders nach Behandlung und Be-
strahlung eine Uberschitzung der Zellkernzahl bei Einsatz der automatisierten Auszihlung.
Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass es in den behandelten Proben vermehrt
zu toten Zellen und zur Entstehung von Mikronuklei kommt. Hierbei handelt es sich um
extra-nukleére Zellkerne, die nach der Zellteilung nicht mehr in die Tochterkerne integriert
worden sind. Haufig sind Mikronuklei ein Zeichen fiir Schiddigungen der DNA [120]. Ein
Beispiel fiir Mikronuklei in den UM-SCC-47 findet sich in Abbildung B im Anhang.
Indem der Grenzwert fiir die minimale Zellgrofle heraufgesetzt wird, ist es moglich, die An-
zahl an Mikronuklei, die in die Zellkernzahlung einbezogen werden, zu reduzieren.

Die automatisierte Bestimmung der Zellzahl fand in der vorliegenden Arbeit nicht vollauto-
matisiert statt; die Einstellung des Grenzwertes ( Threshold) fiir die DAPI-Féarbung erfolgte
separat fiir jedes Bild. Bei einer Optimierung des Protokolls ist es allerdings moglich, den
Grenzwert automatisiert {iber ein Skript setzen zu lassen. In ImageJ kénnen dafiir verschie-
dene Programmiersprachen genutzt werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist dies
jedoch nicht geschehen, da es hier nur um ein Austesten der Machbarkeit ging. Falls sich
die Farbeintensitéiten in den einzelnen Bildaufnahmen unterscheiden, kann ein festgelegter
Grenzwert allerdings auch zu Problemen fiihren.

4.5.2 Automatisierte Auszdhlung der residuellen 53BP1 Reparaturfoci

Im Anschluss an die automatisierte Zellkernzahlung erfolgte eine automatisierte Auszahlung
der residuellen 53BP1 Reparaturfoci. Besonders bei stark geschédigten Zellen ist die manu-
elle Auszéhlung der Reparaturfoci aufwendig und zeitintensiv. Da die automatisierte Zell-
kernzdahlung in den UM-SCC-47 die besten Ergebnisse lieferte, erfolgte die Auszdhlung der
Foci ebenfalls in dieser Zelllinie. Dabei wurde die manuelle Auszdhlung mit zwei Methoden
der automatisierten Auszéhlung verglichen; eingesetzt wurden die Find Mazima Funktion
und die Funktion Analyze Particles. Eine detaillierte Beschreibung beider Methoden findet
sich im Protokoll im Anhang. Je Behandlungsansatz wurden die Reparaturfoci in fiinf
Bildern sowohl manuell als auch automatisiert ausgezahlt.

Die mittlere Anzahl residueller 53BP1 Reparaturfoci pro Zellkern ist in Abbildung[34] A fiir
die manuelle Auszdhlung und fiir die Find Mazima Methode gezeigt. Die Angabe der Fo-
cizahl erfolgte pro Zellkern; es wurde fiir die automatisierte Foci Zahlung die automatisiert
ausgezahlte Zellzahl genutzt. Aus Abbildung [34] zeigt sich, dass die manuell ausgezéhlte Fo-
cizahl insbesondere in den mit 2 Gy bestrahlten Proben {iber der automatisiert bestimmten
Focizahl liegt. Dies ist wahrscheinlich darauf zuriickzufiihren, dass in den behandelten Zellen
bereits in der automatisierten Zellkernzdhlung eine falsch hohe Zellzahl bestimmt wurde,
die zum Teil durch Mikronuklei verursacht wurde.
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Abb. 34: Vergleich der manuellen und automatisierten Auszidhlung der residuel-
len 53BP1 Reparaturfoci in den UM-SCC-47. Die Auszdhlung der residu-
ellen Reparaturfoci erfolgte in je fiinf Bildern pro Behandlung mit der Methode
Find Mazima. Fir den Vergleich wurde die automatisiert bestimmte Zellzahl ge-
nutzt. (A): Eingezeichnet sind Mittelwert und SD von manuell und automatisiert
bestimmter Anzahl residueller Reparaturfoci. (B): Bland-Altman-Diagramm zum
Vergleich der manuellen Auszéhlung der Reparaturfoci mit der automatisierten
Auszdhlung bei Nutzung der Methode Find Maxima.

In den Mikronuklei befinden sich h&ufig keine residuellen Foci, wodurch sich die mittlere An-
zahl residueller Foci/Zellkern verringert. In AbbildungB ist ein Bland-Altman-Diagramm
zum Vergleich der manuellen Auszdhlung mit der automatisierten Auszéhlung iiber die Find
Mazima Methode gezeigt. Auch hier ist die systematische Unterschitzung der automatisier-
ten Auszédhlung in den behandelten Proben erkennbar. Die Werte fiir Bias, SD des Bias und
die Limits of Agreement finden sich in Tabelle [A77] im Anhang. AnschlieBend erfolgte die
automatisierte Auszidhlung der residuellen Foci tiber die alternative Methode Analyze Par-
ticles. Es wurde dafiir mit vier verschiedenen Thresholds gearbeitet, fiir eine Optimierung
der Ergebnisse ist wahrscheinlich eine weitere Anpassung notwendig. Ein Beispiel fiir die
Detektion der 53BP1 Reparaturfoci mit verschiedenen Thresholds und der Funktion Analyze
Particles ist in Abbildung[A-23]im Anhang gezeigt. Im Folgenden werden nur die Ergebnisse
fiir einen Threshold von 10—Infinity dargestellt, da sich bei hier bei manueller Kontrolle die
beste Ubereinstimmung zeigte.

Die Funktion Find Maxima hat den Vorteil, dass die Auszahlung der residuellen Foci di-
rekt im DAPI-Bereich der zuvor automatisiert bestimmten Zellkerne erfolgt. Bei Nutzung
von Analyze Particles ist eine direkte Zuordnung der Foci zu den jeweiligen Zellkernen
nicht vollstdndig automatisiert moglich. Um dennoch einen direkten Vergleich der manuel-
len Auszdhlung mit den beiden Methoden der automatisierten Auszéhlung zu erméglichen,
wurde bei Angabe der residuellen 53BP1 Foci/Zellkern in Abbildung |35 fiir alle drei Metho-
den die manuell bestimmte Zellkernzahl genutzt. Aus Abbildung [35] zeigen sich bei Einsatz
von Analyze Particles groflere Abweichungen zur manuellen Auszdhlung als bei Einsatz der
Find Mazima Methode. Die Anzahl residueller 53BP1 Reparaturfoci liegt bei der Analy-
ze Particles Methode deutlich {iber den manuellen Zahlen. Die Bland-Altman-Diagramme
zum Vergleich der manuellen Auszdhlung mit den beiden Methoden der automatisierten
Auszahlung finden sich in Abbildung im Anhang.
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Abb. 35: Vergleich der manuellen Auszihlung residueller 53BP1 Reparaturfoci
mit zwei Methoden der automatisierten Foci Auszidhlung. Die Auszidhlung
erfolgte in jeweils fiinf Bildern pro Behandlung. Dabei wurden die Reparaturfoci
manuell und automatisiert mit den Methoden Find Mazima und Analyze Partic-
les ausgezédhlt. In der Abbildung sind Mittelwert und SD eingezeichnet. Fir alle
Methoden wird die manuell bestimmte Zellkernzahl genutzt.

Die zu den Bland-Altman-Diagrammen zugehorigen Ergebnisse finden sich in Tabelle
und Tabelle Wird anstelle der automatisiert bestimmten Zellzahl die manuell gezahlte
genutzt, kommt es zu einer deutlichen besseren Ubereinstimmung zwischen der manuellen
Auszdhlung und der Find Mazima Methode.
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Die Strahlentherapie ist wesentlicher Bestandteil der multimodalen Therapie von HNSCC.
Dabei stellen die Vielzahl an Risikoorganen und die hohe Funktionalitdt im Kopf-Hals-
Bereich bei der Bestrahlungsplanung eine besondere Herausforderung dar. Eine Schonung
des Normalgewebes ist nicht immer ausreichend méglich und die Spatnebenwirkungen der
Bestrahlung sind oft schwer und irreversibel [51}, 55]. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Bio-
logie wird zwischen HPV-positiven und HPV-negativen HNSCC unterschieden. Die HPV-
positiven HNSCC sind dabei mit einer deutlich besseren Prognose bei Behandlungen, die
eine Strahlentherapie beinhalten, assoziiert. Zwar laufen aufgrund der hohen Toxizitat der
multimodalen Therapie und der besseren Prognose bei HPV-positiven HNSCC verschiedene
Studien zur sicheren Deeskalation der Therapie, bisher ist der HPV-Status aber noch ohne
therapeutische Auswirkung.

Eine grundlegende Moglichkeit die Nebenwirkungen im umliegenden Normalgewebe zu ver-
ringern, ist eine Reduktion der Strahlendosis. Aufgrund der hohen Strahlenempfindlichkeit
HPV-positiver HNSCC und des guten Ansprechens dieser Patient:innen auf die Strahlenthe-
rapie, gibt es inzwischen einige Untersuchungen und erste Ergebnisse klinischer Studien zur
Dosisreduktion bei der Bestrahlung von HPV-positiven HNSCC [93]. Von Chera et al. wurde
in einer Phase-2-Studie die Standardbehandlung aus Cisplatin plus Bestrahlung mit 70 Gy
in HPV-positiven Patient:innen gegeniiber einer Gruppe verglichen, die stattdessen mit Cis-
platin plus Bestrahlung mit 60 Gy behandelt wurden. Dabei zeigten sich Hinweise auf eine
reduzierte Toxizitéat bei dhnlich guter pathologischer Ansprechrate [121]. In einer weiteren
Phase-2-Studie konnte in einer Gruppe von Patient:innen mit HPV-positiven OPSCC und
moderatem Risiko, auch bei einer Reduktion der Dosis von 66 Gy auf 60 Gy bzw. 50 Gy in
Kombination mit einer Operation ein vergleichbar gutes rezidivfreies-Uberleben erreicht wer-
den. Es gab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Patient:innen die mit
60 Gy oder 50 Gy behandelt wurden. Nur Patient:innen mit hohem Risiko erhielten in dieser
Studie eine zusétzliche Chemotherapie zur Standardbestrahlung mit 66 Gy, Patient:innen
mit niedrigem Risiko erhielten im Anschluss an die Operation keine weitere Therapie [122].
Eine Verringerung der Strahlendosis zur Reduktion der Toxizitét ist fiir Patient:innen mit
HPV-negativen HNSCC aufgrund der schlechteren Prognose keine Option, dennoch leiden
auch diese Patient:innen unter den irreversiblen Nebenwirkungen der Strahlentherapie. Um
die Nebenwirkungen der Strahlentherapie, trotz Beibehaltung der Dosis zu reduzieren, wer-
den auch biologische Anséitze untersucht, um die Therapie von Patient:innen mit HNSCC
zu verbessern und die Toxizitdt der multimodalen Therapie zu reduzieren. Dabei werden fiir
Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC besonders Methoden der Deintensivierung unter-
sucht, wihrend fiir HPV-negative Patient:innen eine Verbesserung der Heilungsraten und
eventuell eine Intensivierung der Therapie im Vordergrund steht.

Die Bedeutung der Immuntherapie in HNSCC hat wéhrend der letzten Jahre enorm zuge-
nommen, allerdings sprechen nicht alle Patient:innen auf diese Form der Therapie an. Und
in der bisher einzigen publizierten klinischen Studie zur Immuntherapie in Kombination
mit Strahlentherapie, zeigte sich sogar ein Trend zu schlechterem Patient:inneniiberleben
bei Hinzunahme der Immuntherapie zur iiblichen Radiochemotherapie [78-80]. Als einzige
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weitere zielgerichtete Therapie zur Primarbehandlung von HNSCC ist der EGFR-Inhibitor
Cetuximab zugelassen. Jedoch zeigte sich in drei Phase-3-Studien die Unterlegenheit von
Cetuximab gegeniiber Cisplatin, trotz Beibehaltung der vollen Dosis in der Strahlenthe-
rapie [73H75]. Insgesamt konnte keine klinische Studie den Nutzen, den die Zugabe von
Cetuximab zur Radiotherapie in der Zulassungsstudie gezeigt hat, bestétigen [123]. Eine
grof3e Hiirde bei der Etablierung einer deintensivierten Behandlung ist die starke Hetero-
genitdt innerhalb der Gruppe von HPV-positiven HNSCC. Trotz der durchschnittlich ho-
heren Radiosensibilitdat HPV-positiver Tumore sprechen nicht alle Patient:innen gleich gut
auf die Radiotherapie an. Auch wenn eine Deintensivierung der Therapie fiir HPV-positive
Patient:innen von grofler Dringlichkeit ist, fiithrt dies bei der Durchfiihrung von Studien
zu Problemen. Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC haben mit der Standardtherapie
eine gute Prognose, bei jedem Deintensivierungskonzept besteht hingegen das Risiko, Pati-
ent:innen nicht zu heilen, die unter Standardtherapie geheilt worden wéren. Zum Beispiel
ist eine Raucheranamnese (> 10 Packungsjahre) ein unabhéngiger Faktor fiir eine schlech-
te Prognose, weshalb diese Patient:innen héufig nicht in den Deintensivierungskonzepten
eingeschlossen werden; so auch bei |73| [75]. Aber auch Tumorgréfie, Alter und Lymphkno-
tenbefall sowie weitere Faktoren haben Einfluss auf die Prognose [70, 124]. Bisher gibt es
jedoch noch keine pradiktiven Biomarker, auf deren Basis die Therapieentscheidung fiir
HNSCC-Patient:innen in Erweiterung zu den klinischen Parametern getroffen werden kann.

5.1 Radiosensibilisierung von HPV-positiven und
HPV-negativen Zelllinien

Um HNSCC-Tumorzellen zu radiosensibilisieren werden verschiedene Deintensivierungsan-
sétze wie z. B. die Inhibition von DNA-Reparaturwegen oder der Zellzyklus-Kontrollpunkte
untersucht [93, [125-H127]. Dabei sind sowohl die Inhibition von PARP |76, 88| als auch die
Inhibition des S/Ga-Kontrollpunktes iiber die Inhibition von Weel [87,|128] bereits mehrfach
erfolgreich zur Radiosensibilisierung von HPV-positiven und HPV-negativen HNSCC-Zellen
eingesetzt worden. In einigen Tumorentitdten konnte auch fiir die kombinierte Inhibition von
PARP/Weel eine Radiosensibilisierung erreicht werden [90, 92, (129} |130|. Bisher existieren
allerdings auflerhalb der von uns publizierten Daten zu HPV-positiven HNSCC-Zellen [99]
noch keine Veréffentlichungen zur dualen Inhibition von PARP/Weel in HNSCC-Zelllinien.
In der vorliegenden Dissertation erfolgte die Inhibition der DNA-Reparatur und der Zell-
zyklus-Kontrollpunkte mittels einer kombinierten Inhibition von PARP/Weel. Dabei konn-
te nachgewiesen werden, dass die duale Inhibition sowohl in HPV-positiven als auch in
HPV-negativen HNSCC-Zelllinien zu einer hochwirksamen Radiosensibilisierung fithrt (Ab-
bildung [12{ und Abbildung . Im Detail zeigten sich allerdings Unterschiede zwischen den
HPV-positiven und den HPV-negativen Zelllinien. Wahrend der Ga-Arrest in den HPV-
positiven Zelllinien nach Bestrahlung sowohl durch Weel- als auch durch PARP/Weel-
Inhibition aufgehoben werden konnte, ist die Reduktion des Go-Arrestes in den HPV-
negativen Zelllinien bei dualer Inhibition nur wenig ausgepragt (Abbildung [8| und Abbil-
dung . In den HPV-positiven Zelllinien zeigte sich nach Inhibition von Weel aufer-
dem eine Akkumulation der Zellen in der S-Phase, was auf erhéhten Replikationsstress
hindeutet (Abbildung@. Diese Beobachtung bestéatigt sich bei Quantifizierung der YH2AX-
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Signalintensitét. Die Inhibition von Weel fiihrt zur Induktion von Replikationsstress (Abbil-
dung, auch in den HPV-negativen Zellen ist dies zu beobachten (Abbildung. Dennoch
ist die Rolle des Replikationsstresses fiir die Radiosensibilisierung nicht eindeutig klar. Bei
der Kombination von PARP- und Weel-Inhibition ist ndmlich weder in den HPV-positiven
noch in den HPV-negativen Zelllinien eine weitere Erhéhung der yH2AX-Signalintensitét
zu erkennen, jedoch kommt es im Koloniebildungstest bei der dualen Inhibition zur effekti-
veren Radiosensibilisierung.

Die Zugabe von Nukleosiden kann den Replikationsstress, gemessen an der YH2A X-Intensitét,
sowohl nach Weel als auch nach PARP/Weel in &hnlichem Mafle reduzieren. Die Radio-
sensibilisierung im Koloniebildungstest konnte nach Weel-Inhibition hingegen nur in zwei
(UM-SCC-47, UPCI-SCC-154) der drei Zelllinien verringert werden (Abbildung im
Anhang). Interessanterweise war in den unbehandelten Kontrollen der UD-SCC-2 die In-
duktion von Radioresistenz zu beobachten. Bei dualer Inhibition war nach Nukleosid-Zugabe
in keiner der Zelllinien mehr eine Aufhebung der Radiosensibilisierung zu beobachten (Ab-
bildung . Aber auch in diesen Versuchen konnte die Induktion von Radioresistenz in
den UD-SCC-2 beobachtet werden. In den HPV-negativen Zelllinien war der Einfluss der
Nukleosid-Zugabe gering und der Replikationsstress konnte nur in den HSC4 nach Weel-
Inhibition signifikant verringert werden. Auf den Replikationsstress nach dualer Inhibition
hatten die Nukleoside keinen Einfluss (Abbildung . Diese Ergebnisse lassen vermuten,
dass die Radiosensibilisierung der dualen Inhibition nicht alleine von der Induktion von Re-
plikationsstress abhéngig ist sondern weitere robustere Mechanismen von Bedeutung sind.
Diese Ergebnisse sind in Einklang mit vorherigen Untersuchungen in denen der Einfluss
der Weel-Inhibition und der Inhibition von PARP/Weel auf die Radiosensibilisierung von
Lungen- und Leberkrebszellen untersucht wurde [90, 129]. Auch in diesen Arbeiten wurde
der Einfluss der Nukleosid-Zugabe auf den Replikationsstress untersucht und die Zugabe
von Nukleosiden konnte den radiosensibilisierenden Effekt der alleinigen Weel-Inhibition
reduzieren |48} 90]; fiir die duale Inhibition von PARP/Weel galt dies (in Widerspruch zum
Titel der Publikation) jedoch nicht [90]. Interessanterweise konnte auch in einer der drei Le-
berzelllinien Radioresistenz nach Nukleosid-Zugabe beobachtet werden [48], wéhrend fiir die
Lungenkrebszellen die Ergebnisse der unbehandelten Kontrolle nicht gezeigt wurden [90].
Auch wenn die Gberraschend auftretende Radioresistenz nach Nukleosid-Zugabe in der Ne-
gativkontrolle der UD-SCC-2-Zellen eindeutig nicht Mittelpunkt dieser Arbeit war, ist dieses
Ergebnis dennoch interessant und bietet sich als Thema zukiinftiger mechanistischer Unter-
suchungen an.

Um die im Koloniebildungstest beobachtete Radiosensibilisierung nach PARP /Weel-Inhibi-
tion ndher zu untersuchten, erfolgte eine Analyse der residuellen strahleninduzierten DSB.
In den HPV-negativen Zellen kam es nach dualer Inhibition zu einem generellen Anstieg
der Anzahl residueller 53BP1 Foci (Abbildung [26)). Ein Anstieg der Focizahl konnte in
den HPV-positiven Zelllinien nicht beobachtet werden, hier zeigte sich jedoch eine Ver-
schiebung der residuellen 53BP1 Foci von Gs-Phase Zellen in die Gi-Phase Zellen (Abbil-
dung . Diese Beobachtung ist in Ubereinstimmung mit der Aufhebung des Go-Arrestes
in den HPV-positiven Zelllinien. Diese Zellen durchschreiten trotz unreparierter Doppel-
strangbriiche die Mitose, was mit dem Risiko letaler Chromosomenaberrationen und des
mitotischen Zelltodes verbunden ist [14, 46]. Ein ratselhaftes Ergebnis ist die leichte Ver-
ringerung der Gesamtzahl von 53BP1 Foci bei kombinierter Inhibitorbehandlung in den
HPV-positiven Zelllinien UD-SSC-2 und UPCI-SCC-154 (Abbildung . Im Allgemeinen
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ist eine Verstédrkung der DNA-Schéden in der S/Gg-Phase nach PARP-Inhibition sehr gut
belegt [42, 45]. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte eine Zunahme des Ga-Arrestes sowie
ein Anstieg der YH2A X-Signalintensitét nach der Inhibition von PARP beobachtet werden
(Abbildung und Abbildung im Anhang). Eine mogliche Erkléarung fiir die verringerte
Focizahl kénnte sein, dass die Inhibition des Go-Kontrollpunktes dazu fiithrt, dass besonders
stark geschidigte Zellen, die ansonsten ausreichend lange mit ihren Schiden im Go-Arrest
verweilen, nun womoglich direkt wahrend der mitotischen Teilung eliminiert werden. Im Ein-
klang mit dieser Theorie verringerte sich der Anteil der Zellen mit mindestens 20 residuellen
53BP1 Foci in der Go-Phase nach dualer Inhibition und Bestrahlung in den UD-SCC-2 und
UPCI-SCC-154 (Abbildung im Anhang). In den HPV-negativen Zelllinien hingegen
war eine Zunahme an Zellen mit mindestens 20 Foci nach PARP/Weel-Inhibition erkenn-
bar. Da die HPV-negativen Zellen in der Regel eine erhohte Reparaturkapazitit aufweisen
als die HPV-positiven, sind sie weniger vom Go-Arrest abhingig und kénnen die Schiden
oft vor dem Erreichen der Mitose reparieren und iiberleben.

Fiir die Uberlebensrate der Zellen ist die Anzahl besonders wenig geschidigter Zellen wichti-
ger als die Anzahl der stark geschiddigten Zellen. Daher ist es von besonderer Bedeutung, dass
sich die Fraktion an Zellen mit einer sehr geringen Foci Zahl sowohl in den HPV-positiven
als auch in den HPV-negativen Zelllinien nach dualer Inhibition reduziert (Abbildung
und Abbildung . Die Ergebnisse der vorliegenden Dissertation deuten auf einen Me-
chanismus der Radiosensibilisierung hin, der auf der Aufhebung des in den HPV-positiven
HNSCC-Zellen weitreichenden Go-Zellzyklus-Arrestes in Kombination mit der Induktion
von zuséatzlichen DNA-Schéden in S- und Gy-Phase durch die Inhibition von PARP be-
ruht. In den HPV-negativen Zellen scheint die Aufhebung des Go-Zellzyklus-Arrestes von
geringerer Bedeutung fiir die Radiosensibilisierung zu sein. Wahrend Unterschiede im Detail
bestehen mogen, lasst sich mittels dualer Inhibition eine robuste Radiosensibilisierung von
proliferierenden HPV-positiven und HPV-negativen HNSCC Tumorzellen nachweisen.

Bei der Bestrahlung von Tumoren im Kopf-Hals-Bereich ist es unvermeidbar, dass sich auch
Normalgewebe im Bestrahlungsfeld befindet. Daher ist es wichtig, dass dieses durch die
Inhibition von PARP/Weel nicht im gleichen Mafle radiosensibilisiert wird. Um die Tu-
morspezifitdt der dualen Inhibition zu untersuchen, wurden menschliche Fibroblasten, die
keine Mutationen im p53-Protein aufweisen und somit einen intakten Gi-Arrest haben,
ebenfalls mit der Kombination aus PARP- und Weel-Inhibition behandelt. Das Uberleben
der Fibroblasten, die p53-profiziente normale Gewebezellen darstellen, ist nach Inhibitor-
behandlung in Abhéngigkeit der Bestrahlungsdosis in Abbildung im Anhang gezeigt.
Daraus ist zu erkennen, dass die Fibroblasten im proliferativen Zustand durch die duale
Inhibition ebenfalls radiosensibilisiert werden, jedoch in geringerem Mafle als die HPV-
positiven Tumorzelllinien. In konfluenten Kulturen ging die Wirkung der Inhibition des
S/Ga-Kontrollpunktes vollsténdig verloren und die Radiosensibilisierung war gering und
nur von der PARP-Inhibition getrieben. Diese Beobachtung deutet auf eine nicht absolute
aber bedeutsame Tumorspezifitdt der dualen Inhibition hin. Insbesondere angesichts der
Tatsache, dass viele Normalgewebe nicht oder nur langsam proliferieren.

Um das Zelliiberleben nédher zu untersuchen wére eine Berechnung der o und g Werte des
LQM von Interesse. Ein Vergleich der o und S Werte fiir die verschiedenen Zelllinien und
Behandlungen kénnte noch weitere Informationen zur Strahlenempfindlichkeit enthalten.
Eine Anpassung an das LQM ist mit nur drei Dosispunkten, wie sie in dieser Arbeit vor-
liegen, nicht sinnvoll. Eine Erweiterung der Versuche um weitere Dosispunkte ist allerdings
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kaum praktikabel, da ein delayed-plating Koloniebildungstest mit mehr als zwolf Proben
nur schwer gleichzeitig durchzufithren ist. Bei zusétzlichen Proben wird das Experiment
so zeitaufwendig, dass die Behandlungen untereinander nicht mehr optimal zu vergleichen
sind. Um einen moglichst gute Vergleichbarkeit der Targeting-Ansétze zu haben, wurden
in dieser Dissertation alle Behandlungen in einem Versuch getestet, was allerdings zu einer
Limitation der Bestrahlungsdosen fiihrt.

Der in dieser Dissertation untersuchte Ansatz zur Radiosensibilisierung von HPV-positiven
und HPV-negativen Zelllinien kénnte besonders fiir die Patient:innen mit HPV-positiven
und HPV-negativen HNSCC eine Option darstellen, die kein Cisplatin vertragen. Diese
miissen bisher entweder auf weniger effektive Chemotherapeutika wechseln oder bekommen
den zuletzt in seiner Wirksamkeit stark bezweifelten Ansatz von Cetuximab plus Bestrah-
lung. Aufgrund der beobachteten starken Radiosensibilisierung in fiinf von sechs und der
HPV-positiven HNSCC-Zelllinien kénnte die Inhibition von PARP/Weel fur Patient:innen
mit HPV-positiven HNSCC auch eine generelle Alternative zur Cisplatin-basierten Radio-
chemotherapie sein. Im Zuge einer Deintensivierung der Therapie konnte so moglicherweise
das Risiko schwerer systemischer Nebenwirkungen verringern werden. Bei der Einfithrung
deintensivierter Therapien ist allerdings Vorsicht geboten. Es besteht das Risiko, dass nicht
alle Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC auf die Therapie ansprechen und ihnen so die
Standardtherapie vorenthalten wird, die mit hoher Wahrscheinlichkeit zur Heilung fithren
wiirde. Es ist daher zu hoffen, dass die Suche nach Biomarkern weiterhin Fortschritte macht
und so die Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC identifiziert werden kénnen, die keine
deintensivierte Therapie erhalten sollten.

Die in der vorliegenden Dissertation eingesetzte PARP-Inhibitor Olaparib ist bereits fiir
Eierstockkrebs sowie fortgeschrittenen Brust- und Prostatakrebs zugelassen; bisher aller-
dings ohne zusétzliche Bestrahlung. Fir den eingesetzten Weel-Inhibitor Adavosertib gibt
es bisher noch keine klinische Zulassung. Allerdings gibt es vielversprechende Ergebnisse aus
Phase-2-Studien fiir Bauchspeicheldriisenkrebs und in Kombination mit Gemcitabine fiir Ei-
erstockkrebs [47, |85]. Zudem werden sowohl Olaparib als auch Adavosertib in klinischen Stu-
dien in HNSCC in Kombination mit Bestrahlung getestet (NCT01758731, NCT02308072,
NCT02229656; NCT02585973, NCT03028766). Die in dieser Dissertation beobachtete hoch-
wirksame Radiosensibilisierung und der klinische Stand der Inhibitoren bestérken, dass in
vivo Experimente als néchster Schritt zu einer moglichen klinischen Erforschung des be-
schriebenen Radiosensibilisierungs-Ansatzes eingesetzt werden sollten.

Einsatz von Protonen in der Therapie von HNSCC

Eine weitere Moglichkeit die Spatnebenwirkungen der Strahlentherapie zu reduzieren, ist die
Bestrahlung mit Protonen. Bei diesen erfolgt ein Grofiteil der Dosisabgabe erst am Ende
der Wegstrecke im Bragg-Peak, was den Vorteil hat, dass die Strahlendosis im umgebenden
Normalgewebe reduziert werden kann. Auch fiir HNSCC wird die Bestrahlung mit Pro-
tonen zur Verbesserung der Behandlung untersucht und inzwischen gibt es eine Vielzahl
an Hinweisen, dass die Intensitats-modulierte Protonentherapie (intensity-modulated pro-
ton therapy, IMPT) sowohl in HPV-positiven als auch in HPV-negativen Patient:innen zu
einer verringerten Toxizitét fithren kann [131]. Zur Zeit lduft eine Phase-2/3-Studie in Pati-
ent:innen mit OPSCC, in der die Toxizitat der adjuvanten IMPT mit der IMRT (Phase-2)

99



5 Diskussion

und das progressionsfreie Uberleben bei Behandlung mit IMPT und IMRT bei gleichzeiti-
ger Chemotherapie verglichen wird (Phase-3) [132]. Zudem wird in der TORPEdO-Studie
(Phase-3-Studie) untersucht, ob die IMPT im Vergleich zur IMRT in Patient:innen mit
lokal-fortgeschrittenem OPSCC, die mit Chemotherapie behandelt werden, zu weniger Spat-
nebenwirkungen fiihrt [133]. In den Vorteilen der Protonenbestrahlung liegt allerdings auch
ihr Nachteil. Eine exakte Bestrahlungsplanung ist von besonderer Relevanz ebenso wie die
Lagerung der Patient:innen und anatomische Verdnderungen im Laufe der Bestrahlung.
Schon kleine Anderungen z. B. im Tumorvolumen oder Abweichungen bei der Lagerung der
Patient:innen, fithren zu Variationen der Position des Bragg-Peaks [1} [131].

Inzwischen gibt es erste Untersuchungen zum zelluldren Ansprechen HPV-positiver und
HPV-negativer HNSCC-Zelllinien auf die Bestrahlung mit Protonen und Photonen. Insge-
samt weisen Protonen im Vergleich zu Photonen eine hohere relative biologische Wirksam-
keit (RBW) auf, was wahrscheinlich darauf beruht, dass durch Protonen vermehrt komple-
xe Schédigungen erzeugt werden, welche fir die Zellen schwieriger zu reparieren sind [1].
So konnten sowohl in HPV-positiven als auch in HPV-negativen Zellen eine erhohte An-
zahl residueller Reparaturfoci im Vergleich zur Bestrahlung mit Photonen beobachtet wer-
den [134]. Dies ist besonders fiir HPV-positiven Zellen von Bedeutung, da diese tiber eine
eingeschriankte Reparaturkapazitit verfiigen [134, 135]. Zudem konnte gezeigt werden, dass
der Zelltod nach Bestrahlung mit Protonen hauptséchlich iiber den mitotischen Zelltod
abliuft [135]. In Ubereinstimmung mit diesen Beobachtungen zeigte sich auch, dass HPV-
positive Zelllinien auch auf Protonenbestrahlung empfindlicher reagieren als HPV-negative
Zelllinien [134]. Der HPV-Status hatte allerdings keinen Einfluss auf die RBW der Strah-
lung, sondern unterschied sich zwischen den Zelllinien. Zudem hat auch die Fraktionierung
einen Einfluss auf die RBW. Im Unterschied dazu, sind bei der Bestrahlung mit Schwerio-
nen (12C), keine Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit von HPV-positiven und HPV-
negativen HNSCC mehr erkennbar. Es wurde sogar eine geringere RBW fiir HPV-positive
Zellen beobachtet [136]. Eine mogliche Ursache kénnte die im Vergleich zu Protonen deutlich
erhohte RBW des Kohlenstoff sein. Die bei der Bestrahlung mit Kohlenstoff entstehenden
DNA-Schiadigungen sind teilweise so komplex, dass eine Reparatur auch fiir Zellen mit einer
funktionierenden DNA-Reparatur nicht mehr méglich ist. Die in der vorliegenden Arbeit be-
schriebene Reduktion der residuellen Reparaturfoci in den HPV-positiven Zellen nach dualer
Inhibition ist wahrscheinlich ebenfalls auf einen vermehrten Zelltod in der Mitose aufgrund
einer hohen Anzahl von Doppelstrangbriichen zuriickzufithren. Auf Basis der moglicher-
weise biologisch giinstigen Eigenschaften der Protonenbestrahlung werden bereits diverse
Targeting-Ansétze in HNSCC-Zellen in Kombination mit Protonen untersucht [137, [13§].
Dabei zeigte sich, dass die Inhibition von PARP auch in Kombination mit Protonenbestrah-
lung einen radiosensibilisierenden Effekt hat [139]. Der in dieser Dissertation untersuchte
Ansatz zur Inhibition der Schadensantwort und der Zellzyklus-Kontrollpunkte kénnte so
moglicherweise auch in Kombination mit Protonen genutzt werden, um die Wirksamkeit
der dualen Inhibition noch weiter zu erhéhen.
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5.2 Validierung der Daten aus der Zellkultur in ex vivo
Gewebeschnitten

Um die strahlentherapeutische Behandlung zu verbessern, ist ein Verstdndnis fiir die Mecha-
nismen hinter der unterschiedlichen Strahlenempfindlichkeit von HPV-positiven und HPV-
negativen HNSCC notwendig. Auf zelluldrer Ebene konnte bereits eine erhohte Radiosen-
sibilitdt HPV-positiver Zelllinien nachgewiesen werden [22], es handelt sich bei Zellkultur-
Experimenten allerdings immer um ein artifizielles und homogenes System. Um sich den
Bedingungen eines realen humanen Tumors weiter anndhern zu konnen, werden weitere
Modellsysteme benétigt. Ein System fiir in vivo Untersuchungen sind patientenabgeleitete
Xenograft-Modelle (patient-derived xenografts, PDX-Modelle), bei denen intaktes Gewebe
humaner Tumore auf immunsupprimierte Méuse iibertragen wird und dort zu einem experi-
mentellen Tumor auswachsen kann. Dabei kann es sich um einen anatomisch &hnlichen Ort
handeln, dies ist allerdings nicht zwangslaufig notwendig [140]. Diese PDX-Modelle haben ge-
geniiber der Arbeit mit Zelllinien einige Vorteile, wie z. B. physiologischere Wachstumsbedin-
gungen durch Vaskularisierung sowie das Vorhandensein einer Tumormikroumgebung [140,
141]. Inzwischen konnte auch in PDX-Modellen die erhdhte Strahlenempfindlichkeit HPV-
positiver OPSSC nachgewiesen werden [142]. Die Arbeit mit PDX-Modellen ist allerdings
technisch aufwendig und mit hohem Zeitaufwand und Kosten verbunden, weshalb Expe-
rimente mit diesen Modellen nur in wenigen Laboren bearbeitet werden und insbesondere
ein breiter Vergleich verschiedener Modelle kaum realisierbar ist. Ein weiteres alternatives
Modellsystem sind ez vivo Gewebeschnitte. Im Unterschied zu den Zelllinien, sind die Zel-
len in den Gewebeschnitten nur fiir kurze Kulturzeiten (Tage bis wenige Wochen) geeignet,
dabei aber noch von den urspriinglichen benachbarten Tumorzellen und tumorassoziierten
Normalgewebszellen umgeben. Zudem haben die Tumorzellen in diesen Modellen noch keine
Zeit gehabt in vitro genetische Anderungen, unter anderem als Anpassung an die Kulturbe-
dingungen, zu entwickeln [84} |143|. Die Bedeutung von ex vivo Gewebeschnitten ist in den
letzten Jahren gewachsen und sie werden vermehrt in der strahlenbiologischen Forschung
eingesetzt. Auch fiir HNSCC konnte gezeigt werden, dass sich in der Anzahl residueller
vH2AX Reparaturfoci in ex vivo Gewebeschnitten die klinische Ansprechbarkeit verschiede-
ner Tumorentititen widerspiegelt |84} 144, |145]. In Zusammenarbeit mit u.a. Dr. H. Zech
wurde die DSB-Reparaturkapazitidt von HPV-positiven und HPV-negativen Gewebeschnit-
ten untersucht. Diese Ergebnisse sind 2021 veroffentlicht worden [95]. Im Rahmen dieser
Arbeit konnten die Unterschiede in der Strahlenempfindlichkeit von HPV-positiven und
HPV-negativen HNSCC in den ex vivo Gewebeschnitten bestitigt werden. Vierundzwan-
zig Stunden nach Bestrahlung weisen die Gewebeschnitte HPV-positiver Patient:innen im
Durchschnitt eine signifikant hohere Anzahl residueller 53BP1 Foci auf als die der HPV-
negativen. Um zu kontrollieren, ob durch die Bestrahlung dhnlich viele Foci induziert wer-
den, erfolgte auch 2h nach Bestrahlung eine Analyse der Focizahl. Dabei zeigten sich keine
klaren Unterschiede zwischen den HPV-positiven und den HPV-negativen Proben [95]. Dies
ist ein deutlicher Hinweis darauf, dass tatséchlich eine eingeschrinkte Reparaturfahigkeit
und kein Unterschied in der Induktion der DSB, der entscheidende Parameter fiir die hohe
zelluldre Strahlenempfindlichkeit ist.

In den ex vivo Gewebeschnitten konnte zudem 24 h nach Bestrahlung mit 3 Gy in den Proben
von HPV-positiven Raucher:innen eine signifikant geringere Anzahl residueller Reparatur-
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foci nachgewiesen werden als in denen von Nicht- bzw. moderaten Raucher:innen. Dies ldsst
vermuten, dass die Biologie der Tumore von Patient:innen mit HPV-positiven HNSCC und
Raucheranamnese stéarker den HPV-negativen, in aller Regel durch Tabakkonsum induzier-
ten Tumoren dhneln und wie diese iiber effektivere Reparaturmechanismen verfiigen. Auch
in der Literatur wurde der Raucherstatus von HPV-positiven OPSCC-Patient:innen mehr-
fach als ein Hauptrisikofaktor fiir das Scheitern der Therapie beschrieben [93, 124, [146].
Auflerdem war es moglich, in dem Modellsystem der ex vivo Gewebeschnitte die Auswir-
kungen der dualen Inhibition von PARP/Weel auf die Anzahl residueller DSB zu unter-
suchen. Auch hier konnte, in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus der Zellkultur,
in den HPV-positiven Gewebeschnitten nach PARP /Weel-Inhibition und Bestrahlung kein
Anstieg residueller 53BP1 Reparaturfoci beobachtet werden. In der Mehrheit der HPV-
negativen Gewebeschnitte hingegen, fiihrte die duale Inhibition in Ubereinstimmung mit
den Experimenten in Zellkultur, zu einer erhéhten Anzahl an residuellen DSB (vgl. Abbil-
dung . Auch wenn die Arbeit mit ex vivo Gewebeschnitten einige Vorteile gegeniiber der
Zellkultur aufweist, hat auch dieses Modell Limitationen. Unterschiede in der Oxygenierung
der Tumoren oder Tumorbereiche gehen bei der Kultivierung verloren, zudem ist das Tumor-
material meist begrenzt, sodass hier beispielsweise keine Einzelbehandlungen durchgefihrt
werden konnten. Auch eine mogliche Heterogenitéit verschiedener Tumorbereiche in Bezug
auf die DNA-Reparaturfahigkeit kann ohne multiple Proben nicht erfasst werden und auch
innerhalb einer Probe kann es relevante Schwankungen in Bezug auf Anzahl und Verteilung
der Tumorzellen in den einzelnen Schnitten geben.

Insgesamt unterstiitzen die vorliegenden ex vivo Daten die Ergebnisse aus der Zellkultur
und zeigen sowohl die erhohte Strahlenempfindlichkeit der HPV-positiven HNSCC als auch
den Einfluss der PARP /Weel-Inhibition auf die DSB-Reparaturfoci. Moglicherweise konnen
diese Gewebeschnitte genutzt werden, um die Patient:innen mit HPV-negativen HNSCC zu
identifizieren, die auf eine Behandlung mit PARP/Wee-Inhibition ansprechen [147]. Es ist
zudem prinzipiell vorstellbar eine zusétzliche Zellzyklusfarbung mit z. B. Geminin analog
zu den HPV-positiven Zelllinien auch fiir die ex vivo Proben zu etablieren, sodass auch die
Verschiebung von hohen Focizahlen aus der Gs- in die Gi-Phase validiert werden kann.
Unabhéngig vom molekularen Targeting deuten diese Daten darauf hin, dass die ex wi-
vo Gewebeschnitte genutzt werden kdnnen, um Patient:innen mit HPV-positivem Tumor
aber effektiver DSB-Reparatur zu identifizieren. Es ist davon auszugehen, dass diese Pati-
ent:innen bei einer Deintensivierung iiber eine Dosisreduktion ein hoheres Risiko haben und
daher von solchen Deintensivierungskonzepten ausgeschlossen werden sollten.

5.3 Vergleich der manuellen und der automatisierten
Auszahlung in ImagelJ

Die DSB-Reparaturkapazitéit ist ein wichtiger Parameter fiir die Strahlenempfindlichkeit,
auch beziiglich der Unterschiede von HPV-positiven und HPV-negativen Tumoren. Im Be-
reich von klinisch relevanten Einzeldosen kann die Auszéhlung residueller Reparaturfoci als
Surrogatmarker fiir residuelle DSB genutzt werden. Auch in dem hier beschriebenen Pro-
jekt ist die Anzahl residueller Reparaturfoci ein wichtiges Ma#8 fiir die Radiosensibilisierung.
Bisher ist die Auszédhlung in unserem Labor manuell erfolgt, prinzipiell gibt es allerdings

102



5 Diskussion

mehrere Programme, die eine automatisierte Auszdhlung von Zellkernen und Reparaturfoci
ermoglichen. Die Mehrzahl wurde jedoch an Fibroblasten und Lymphozyten und nicht an
Tumorzellen etabliert [111}148]. Im Rahmen der vorliegenden Dissertation sollte untersucht
werden, ob eine automatisierte Auszahlung von Zellkernen und Reparaturfoci in der ImageJ
Software moglich ist und ob die Ergebnisse mit der manuellen Auszdhlung vergleichbar
sind. Eine automatisierte Auszdhlung sollte zu Zeitersparnis und besserer Vergleichbarkeit
und Reproduzierbarkeit der Ergebnisse fithren. Begonnen wurde mit der automatisierten
Auszdhlung der DAPI-gefiarbten Zellkerne (Abbildung und iiberraschenderweise traten
hierbei die meisten Probleme auf (Abbildung . Die Morphologie von Tumorzellen ist
stark heterogen und unterscheidet sich zwischen den Zelllinien. Haufig wachsen die Zellen
iibereinander oder die Zellkerne sind deformiert; dies fithrt zu Fehlern bei der automatisier-
ten Separierung. Besonders die dicht wachsenden UPCI-SCC-154 stellten in dieser Arbeit
ein Problem dar. Auch in der Literatur werden tiberlappende Zellkerne als ein relevantes
Problem bei der automatisierten Auszéhlung beschrieben [109} |111]. In den UM-SCC-47
traten nach Behandlung und Bestrahlung zudem vermehrt Mikronuklei auf, die zu einer
falschlich erhohten Zellkernzahl in der automatisierten Auszdhlung fithrten. Eine Anpas-
sung der minimalen Zellkerngréfle in ImageJ kénnte dieses Problem allerdings reduzieren.
Um die Schwierigkeiten bei der Zellkernzdhlung zu vermeiden, verzichten einige der ver-
fiigharen Programme zur automatisierten Auszéhlung von Reparaturfoci direkt auf eine
automatisierte Zellkernzéhlung oder arbeiten mit der DAPI-Flache anstelle der Zellzahl.
Im Anschluss an die Zellzdhlung erfolgte eine automatisierte Auszdhlung der residuellen
53BP1 Reparaturfoci. Dabei wurden die zwei in der ImageJ Software implementierten Me-
thoden Find Maxima und Analyze Particles verglichen. Die Funktion Find Mazima in Kom-
bination mit einer manuellen Auszihlung der Zellkerne fiihrte dabei zur besten Uberein-
stimmung mit der manuellen Auszéhlung (Abbildung . Wie auch in der automatisierten
Zellkernzéhlung sind bei stark geschiadigten Zellen tiberlappende Reparaturfoci ein Problem;
die Trennung ist hierbei allerdings erfolgreicher als in den Zellkernen. Diese Beobachtung
wurde auch in der Literatur beschrieben [111]. Es ist zu beachten, dass im Rahmen dieser
Dissertation aus Zeitgriinden keine weitere Optimierung des Protokolls durchgefiihrt wer-
den konnte, da dies nicht der Fokus dieser Dissertation war. Es ist daher davon auszugehen,
dass die Ergebnisse der automatisierten Auszdhlung (z.B. durch Anpassung der minimalen
Foci-Grofe) noch weiter verbessert werden konnen.

Ein Nachteil der automatisierten Auszédhlung ist die bisher noch zeitaufwendige Vorberei-
tung der Bilder, um die Funktionen in ImageJ nutzen zu kénnen. Bevor eine Auszéhlung
der Reparaturfoci und ein Vergleich zwischen den Behandlungen und geschehen kann, muss
eine Normalisierung der Bilder erfolgen. Die am Mikroskop aufgenommenen Bilder werden
in AxioVision so bearbeitet, dass die Signalstérke der einzelnen Aufnahme-Kanile in allen
Bildern identisch ist. Es gibt jedoch immer wieder Aufnahmen, in denen die Signalinten-
sitdt deutlich stérker oder schwécher ist als in den iibrigen Bildern. Unter Umstédnden ist
es notwendig, diese Aufnahmen aus der Auswertung zu entfernen. Im Anschluss miissen
die Bilder aus dem Programm AxioVision als Schnittbild mit MIP exportiert werden, um
die .jpg-Bilder der einzelnen Kanéle in ImageJ auswerten zu konnen. Im Unterschied dazu
kann die manuelle Auszidhlung direkt in AxioVision erfolgen. Da sich auf den Schnittbildern
selten mehr als 20 Zellkerne befinden, ist die manuelle Auszdhlung meist leicht und schnell
durchfiihrbar. In dieser Dissertation stellte besonders die Auszdhlung der Tumorzellkerne
in der ImageJ Software ein Problem dar. Um eine zuverlédssige Separierung der Zellkerne
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zu erhalten, sind wahrscheinlich elaboriertere Methoden als die in ImageJ implementierten
Algorithmen notwendig. Es ist zu beachten, dass die hier beschriebene automatisierte Aus-
zdhlung der Reparaturfoci unter vereinfachten Bedingungen stattfand. Im Unterschied zu
den Ergebnissen aus Abschnitt und Abschnitt wurden nur singulire residuelle
53BP1 Foci ausgezihlt; es fand keine Analyse der Foci in den einzelnen Zellzyklusphasen
oder eine zusitzliche Analyse von YH2AX statt. Dies ist mit den in dieser Arbeit darge-
stellten Methoden in ImageJ nicht moglich. Allerdings zeigen die Ergebnisse auch, dass
eine automatisierte Auszéhlung der residuellen 53BP1 Reparaturfoci prinzipiell mit relativ
einfachen Mitteln umzusetzen ist. Die ImageJ Software bietet zudem das Potential die Aus-
wertung noch weiter zu optimieren oder tiber ein Skript laufen zu lassen. Bei der Arbeit mit
mehreren verschiedenen Zelllinien, wie sie auch in dieser Arbeit stattfand, ist die automati-
sierte Auszdhlung in ImageJ zur Zeit noch problematisch. Aufgrund der Heterogenitét der
Zellkerne und der Reparaturfoci ist es oft nicht moglich, die selben Parameter fiir alle Auf-
nahmen zu nutzen. Dadurch muss die automatisierte Analyse an jeder Zelllinie optimiert
werden, was zeitaufwendig ist und auch zu Verlusten der Reproduzierbarkeit fithrt. Falls
die Versuche vor allem nur an einer Zelllinie durchgefiihrt werden, ist eine Automatisierung
wahrscheinlich zuverldssiger zu verwirklichen als bei der Arbeit mit mehreren morphologisch
unterschiedlichen Zelllinien. Eine automatisierte Auszdhlung der Reparaturfoci konnte hier
durchaus sinnvoll sein und zu Zeitersparnis und einer besseren Vergleichbarkeit der Ergeb-
nisse fiihren. Es ist zudem zu beachten, dass selbst bei einer vollstdndig automatisierten
Auszéhlung immer eine Eingabe bestimmter Parameter notwendig ist. Diese kénnen zwar
im Unterschied zur manuellen Auszdhlung dokumentiert und reproduziert werden, es ist
jedoch immer noch ein subjektiver Betrachter notwendig.

5.4 Ausblick

Um die in den Zelllinien beobachtete hochwirksame Radiosensibilisierung durch PARP /Weel
beziiglich ihres therapeutischen Nutzens weitergehend zu untersuchen, sind in vivo Expe-
rimente notwendig. Diese konnen zum Teil in PDX-Modellen stattfinden. In Kooperation
mit der Firma EPO in Berlin wurde bereits begonnen, die Inhibition von PARP, Weel
und die Kombination PARP /Weel an zwei HPV-positiven HNSCC PDX-Modellen mit und
ohne Bestrahlung zu untersuchen. Dafiir werden kleine Tumorstiicke auf die Flanke von
Nacktméusen transplantiert. Die Behandlung der M&use erfolgt, &hnlich wie in den Zell-
kulturexperimenten, mit den einzelnen Inhibitoren sowie der dualen Inhibition zuziiglich
Bestrahlung. Je Behandlungsarm wird mit acht M&usen gearbeitet. Die Ergebnisse zu die-
sen Wachstumsversuchen werden in Kiirze erwartet. Neben einer Analyse des Tumorwachs-
tums in vivo, wurden mit dem Material der PDX-Modelle auch ez vivo Kulturen angelegt;
dafiir wurden die Tumore unbehandelter Mause entnommen. Analog zu den humanen ex
vivo Gewebeschnitten (vgl. Abschnitt wurden diese Tumorschnitte mit den Inhibitoren
behandelt und bestrahlt. AnschlieBend erfolgte die Fixation der Gewebestiicke und die Lage-
rung bei —80°C. In diesen Gewebeschnitten soll eine Analyse der DSB-Reparatur erfolgen.
Es wurden bereits initiale IF-Farbungen auf dem Material durchgefiithrt. Dabei zeigte sich,
dass das Gewebe im inneren der Tumore nicht mehr vital ist. Diese Beobachtung konnte
in histologischen Farbungen bestétigt werden. Ursache konnte eine Verhornung sein; es ist
bekannt, dass dies bei in vivo Modellen von Kopf-Halstumoren ein Problem darstellen kann.
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Dennoch ist es moglich mit diesem Gewebe zu arbeiten, wenn nur der duflere, vitale Rand
des Tumors genutzt wird. Als néchstes sollen in diesen Gewebestiicken residuelle 53BP1 Re-
paraturfoci sowie der Zellzyklusmarker Geminin angeférbt werden und dariiber eine Analyse
der Reparaturkapazitéat und Zellzykluseffekte erfolgen.

In Zukunft sollen zudem auch in den humanen ex vivo Gewebeschnitten der Patient:innen
weitere Versuche durchgefithrt werden, um sich auch hier die Zellzyklusverteilung der Re-
paraturfoci mittels Geminin-Farbung néher ansehen zu kénnen. Weiterfithrend kénnten aus
den Tumorzellen von Patient:innen sogenannte Organoide kultiviert werden. Dabei handelt
es sich um Tumorzellaggregate, die in speziellen Medien fiir eine gewisse Zeit in ex vivo
kultivierbar sind. Diese stellen eine sinnvolle Ergénzung zu den Gewebeschnitten dar, da in
diesen z.B. das Tumorwachstum und das Zelliiberleben mit und ohne Behandlung besser
untersucht werden kénnen [140]. Im Unterschied zu PDX-Modellen sind die Kosten und der
zeitliche Aufwand fiir die Experimente deutlich geringer und es kann eine erheblich gréfiere
Bandbreite an individuellen Tumoren untersucht werden.

Selbstverstdndlich wéare es auch interessant die duale Inhibition in Kombination mit Proto-
nen zu untersuchen. Allerdings gibt es nur wenige Labore in denen dies moglich ist.

5.5 Schlussfolgerung

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die Inhibition der DNA-
Schadensantwort in Kombination mit einer Inhibition der Zellzyklus-Kontrollpunkte sowohl
in HPV-positiven als auch in HPV-negativen HNSCC-Zelllinien zu einer wirksamen Radio-
sensibilisierung fiithrt. Dabei scheint in den HPV-negativen Zelllinien besonders der Einfluss
auf die DNA-Reparatur von Bedeutung, in diesen Zellen kommt zu einer erhéhten Anzahl
residueller Doppelstrangbriiche nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung. In den HPV-
positiven Zelllinien, die bereits eine ineffektive Doppelstrangbruchreparatur besitzen, steigt
die Anzahl residueller Reparaturfoci nicht an. Allerdings ist hier die Aufhebung des strahlen-
induzierten Go-Arrestes von Bedeutung. Es zeigte sich in diesen Zelllinien eine Abnahme der
53BP1 Foci in Go-Phase Zellen und eine Zunahme an Foci in den Gi-Phase Zellen, was auf
einen unregulierten Eintritt in die Mitose hindeutet. Aufgrund der beobachteten effektiven
Radiosensibilisierung kénnte die duale Inhibition von PARP und Weel zu klinisch bedeutsa-
men Effekten fiihren. In den HPV-positiven HNSCC ist dieser Ansatz als moglicher Ersatz
fiir Cisplatin in der deintensivierten Therapie vorstellbar. In HPV-negativen HNSCC kénnte
er als Alternative fiir das toxische Cisplatin interessant sein, da dieses von einer relevanten
Anzahl an Patient:innen nicht vertragen wird. Die Ergebnisse aus der Zellkultur konnten
in exr vivo Gewebeschnitten validiert werden. Zudem lassen die Daten vermuten, dass die
ex vivo Gewebeschnitte pradiktiv genutzt werden kénnen, um das Ansprechen individueller
Tumore zu untersuchen. Diese Beobachtung muss allerdings noch eingehender untersucht
werden.
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Abkiirzungen

Ada Adavosertib

alt-EJ  alternative end-joining, alternative Endverkniipfung

ATM Ataxia-telangiectasia mutated

ATR Atazia telangiectasia and RadS3-related

BSA Bovine serum albumin, Bovines Serum Albumin

CDKs  Cyclin-dependent kinases, Zyklin-abhéngige Kinasen

DAPI  4'6-Diamidin-2-phenylindol

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Deozxyribonucleic acid, Desoxyribonukleinsdure

DSB Double-strand break, Doppelstrangbruch

EdU Ethinyldesoxyuridin

FBS Fetal bovine serum, Fotales Rinderserum

FCS Forward scatter, Vorwértsstreuung

HNO Hals-Nasen-Ohren

HNSCC Head and neck squamous cell carcinomas, Plattenepithelkarzinome des Kopf-
und Hals-Bereiches

HPV Human papillomaviruses, Humane Papillomviren

HR Homologous recombination, Homologe Rekombination

IF Immunfluoreszenz

IMPT  Intensity-modulated proton therapy, Intensitdtsmodulierte Protonentherapie

IMRT  Intensity-modulated radiation therapy, Intensitdtsmodulierte Strahlentherapie

LET Linear energy transfer, Linearer Energietransfer

LQM Linear quadratic model, Linear-quadratisches Modell

MIP Mazximum intensity projection, Maximumintensitatsprojektion

Ola Olaparib
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OPSCC Oropharyngeal squamous cell carcinomas, Oropharynxkarzinome
NHEJ  Non-homologous end-joining, Nicht-homologe Endverkniipfung
Nuk Nukleoside

PARP  Poly(ADP-ribose)-Polymerase

PBS Phosphate buffered saline, Phosphat-gepufferte Salzlosung

PDX Patient-derived zenografts, Patienten-abgeleitete Xenografts

PE Plating efficiency, Ausplattierungseffizienz

p-H3 Phospho-Histon H3

P/S Penicillin-Streptomycin

RBW  Relative biologische Wirksamkeit

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur
SCS Side scatter, Seitwértsstreuung
SD Standard deviation, Standardabweichung

SDS Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat
SF Surviving fraction, Uberlebensrate; Zelliiberleben
SLD Sublethal damage, subletaler Schaden

SSA Single-strand annealing

SSB Single-strand break, Einzelstrangbruch

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf

Konstanten
c Lichtgeschwindigkeit
e Elementarladung
m, Elektronenmasse
€0 Elektrische Feldkonstante
h Plancksches Wirkungsquantum
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Symbole
Gy (Energie-)Dosis
Sv Effektive Dosis
keV Photonenenergie
N Coulomb-Wechselwirkung
Sv Aquivalentdosis
cm Reichweite nach der continuous slowing down approrimation
1/m Frequenz
Strahlungs-Wichtungsfaktor
Organabhéngiger Wichtungsfaktor
(effektive) Ordnungszahl
Gy Linearer Anteil des linear-quadratischen Modells
Gy Quadratischer Anteil des linear-quadratischen Modells
1/cm Wechselwirkungskoeffizient der Paarbildung
1/cm Schwichungskoeffizient
g/cm? Dichte
1/cm Wechselwirkungskoeffizient der Comptonstreuung
1/cm Wechselwirkungskoeffizient der kohérenten Streuung
1/cm Wechselwirkungskoeffizient des Photoeffekts
1/cm Wechselwirkungskoeffizient des Kernphotoeffekts
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A Anlagen

A.1 Bestrahlung

A.1.1 Spektrum der Rontgenrohre
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Abb. A.1: Spektrum der Gulmay Rontgenrohre. Die Berechnung des Rontgenspek-
trums erfolgte mit folgenden Werten: Spannung: 200 keV; Anodematerial: Wolf-
ram; Anodenwinkel: 20°; Filterung: 0.8 mm Be (Eigenfilterwert) + 0.5mm Cu;
Abstand in Luft: 266 mm. Die Berechnung wurde im Programm SpekCalc von
Frau Professor Elisabetta Gargioni durchgefiihrt [149].
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A.1.2 Dosisverlauf und Dosisverteilung im Strahlungsfeld
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Abb. A.2: Dosisverlauf der Gulmay Rontgenrohre. (A): Dosis in Abhéngigkeit vom
Tischabstand. Dargestellt fiir zwei verschiedene Filter. (B): Dosishomogenitit im
Bestrahlungsfeld bei einem Tischabstand von 272 mm. Vermessen von Dr. Tobi-
as Gauer mit einem Film-Dosimeter. Es ist ein leichter Rechts-Shift des Bestrah-
lungsfeldes erkennbar.

A.2 Verarbeitung der ex vivo Gewebeschnitte

Abb. A.3: Verarbeitung der ex vivo Gewebeschnitte. (A): Gewebestiicke in DMEM-
Medium vor der Verarbeitung. (B): Schneiden eines Gewebestiickes mit dem
Gewebezerhacker (Tissue chopper) (C): Verarbeitete Gewebeschnitte auf Mem-
branen in einer 6-well-Platte.
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A.3 Fluoreszenzspektren

A.3.1 Beispielspektren in der Durchflusszytometrie

Relative Intensitét ()

0o 750 800 350 200 850

Wellenlange in nm

Abb. A.4: Spektren der Fluoreszenzfarbstoffe (Durchflusszytometer). Dargestellt
sind die in der Durchflusszytometrie eingesetzten Farbstoffe Alexa Fluor 488 und
DAPI. Bei den gestrichelten Linien handelt es sich um die Absorptionsspektren,
bei den durchgezogenen Linien um die Emmisionsspektren der Farbstoffe. Die
vertikalen durchgezogenen Linien stellen das Anregungslicht dar. Der Bereich
der nach Einsatz der Filter im Durchflusszytometer ausgelesen wird, ist in der
Abbildung schattiert dargestellt. Die Abbildung ist modifiziert nach [150).

A.3.2 Beispielspektren in der Immunfluoreszenz
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Abb. A.5: Spektren der Fluoreszenzfarbstoffe (IF). Dargestellt sind die in der IF ein-
gesetzten Farbstoffe Alexa Fluor 488, Alexa Fluor 594 und DAPI. Bei den ge-
strichelten Linien handelt es sich um die Absorptionsspektren, bei den durch-
gezogenen Linien um die Emmisionsspektren der Farbstoffe. Die Abbildung ist

modifiziert nach [151].
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A.4 Ubersicht iiber die ausgesiiten Zellzahlen

A Anlagen

Versuch Zelllinie ausgesate Zellzahl
Proliferation HSC4, SAS, UT-SCC-60A 12500
Proliferation UD-SCC-2, UM-SCC-47, 75000

(nach Nukleosiden)

Fraktion mitotischer Zellen

Zellzyklus (24 h)

Zellzyklus (12h)
Replikationsstress (24 h)

Replikationsstress (4h)

(nach Nukleosiden)

Radiosensibilisierung

Residuelle Reparaturfoci

UPCI-SCC-154
HSC4, SAS, UT-SCC-60A

UD-SCC-2, UM-SCC-47,
UPCI-SCC-154

UD-SCC-2, UM-SCC-47,
UPCI-SCC-154

HSC4, SAS, UT-SCC-60A

UD-SCC-2, UM-SCC-47,
UPCI-SCC-154

HSC4, SAS, UT-SCC-60A

UD-SCC-2, UM-SCC-47,
UPCI-SCC-154

HSC4, SAS, UT-SCC-60A

UD-SCC-2, UM-SCC-47,
UPCI-SCC-154

HSC4, SAS, UT-SCC-60A

UD-SCC-2, UM-SCC-47,
UPCI-SCC-154

HSC4, UT-SCC-60A
SAS

500 000-750 000
500 000750 000

200000

150000
500 000750 000

400000
750000

500000
500000

400000
200000

150000
100000

Tabelle A.1: Ubersicht zu den ausgesiten Zellzahlen
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A.5 Zellzahlen im delayed-plating Koloniebildungstest

Zelllinie Kulturgefafl

ausgesite Zellzahl

UD-SCC-2 T25er

UPCI-SCC-154 T25er

UM-SCC-47 T25er

93-VU-147T T25er

UT-SCC-45 6-wells

HSC4 6-wells

SAS, UT-SCC-60A 6-wells

0 Gy: 300 Zellen, 3 Gy: 1000 Zellen,
6 Gy: 6000/10000 Zellen

0 Gy: 700 Zellen, 3 Gy: 2500 Zellen,
6 Gy: 10000/20 000 Zellen

Einsatz von Amniomax Supplement

0 Gy: 240 Zellen, 3 Gy: 800 Zellen,
6 Gy: 4000/12000 Zellen
Einsatz von Feederzellen

0 Gy: 500 Zellen, 2 Gy: 500 Zellen,
4 Gy: 2000 Zellen,
6 Gy: 3000/10000 Zellen

0 Gy: 150 Zellen, 2 Gy: 150 Zellen,
4 Gy: 750 Zellen,
6 Gy: 750/4 000 Zellen

0 Gy: 150 Zellen, 3 Gy: 250 Zellen,
6 Gy: 400/2 000 Zellen

0 Gy: 150 Zellen, 3 Gy: 250 Zellen,
6 Gy: 500/2000 Zellen

Tabelle A.2: Ausgesite Zellzahlen im delayed-plating Koloniebildungstest
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A.6 Zusatzliches Material der HP V-positiven Zelllinien
A.6.1 Replikationsstress nach PARP-Inhibition und Bestrahlung

(A)
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Abb. A.6: Quantifizierung der ~YH2AX-Signalintensitdt 24h nach PARP-
Inhibition und Bestrahlung mit 0 Gy und 6 Gy (HPV-positiv). (A):
Beispiel fiir das Gating der YH2AX-positiven S/Go-Phase-Zellen. (B): Quantifi-
zierung des Median der yYH2AX-Signalintensitit in den yYH2AX-positiven S/Ga-
Phase-Zellen. Dargestellt ist der Median der yYH2AX-Signalintensitét, die indivi-
duellen Werte sind auf die G{-Phase der unbehandelten Kontrolle normiert. Die
p-Werte auf Basis des zweiseitigen t-Tests sind in den Graphiken mit Asterisk
(*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001) markiert.
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A.6.2 Replikationsstress nach dualer Inhibition

UD-SCC-2 UM-SCC-47 UPCI-SCC-154
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Abb. A.7: Intensitdt der YH2AX-Farbung 24 h nach Inhibitorbehandlung (HPV-
positiv). Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behandelt und 24 h nach der
Bestrahlung fixiert. Die Messung der YH2AX-Intensitédt erfolgte mittels Durch-
flusszytometrie. Dargestellt ist der Mittelwert der YH2AX-Signalintensitét, nor-
miert auf die S/Go-Phase der unbehandelten Kontrolle.

Radiosensibilisierung von Fibroblasten

primare Fibroblasten (F184)

sub-konfluent konfluent

c 1 1 — DMSO
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Abb. A.8: Tumorspezifitdt der dualen Inhibition. Radiosensibilisierung von Fibroblas-
ten (F184) nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung mit 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy
im delayed plating Koloniebildungstest. In der linken Abbildung ist das Uberleben
sub-konfluenter, proliferierender Fibroblasten gezeigt. In diesen ist eine geringe
Radiosensibilisierung durch die duale Inhibition zu erkennen. In der rechten Ab-
bildung ist das Uberleben konfluenter Fibroblasten gezeigt, hier hat die duale
Inhibition einen deutlich geringeren Effekt. Der Einsatz von Adavosertib hat gar
keinen Effekt (die blaue und die schwarze Linie verlaufen auf einer Hohe). Die
delayed-plating Koloniebildungstests zur Untersuchung der Radiosensibilisierung
von Fibroblasten wurden von T. Behrens durchgefiihrt [99).
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A.6.3 Radiosensibilisierung im delayed-plating Koloniebildungstest

Ausplattierungseffizienz im Koloniebildungstest
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Abb. A.9: Ausplattierungseffizienz der HPV-positiven Zellen nach PARP /Weel-
Inhibition. Gezeigt ist die PE der HPV-positiven Zelllinien nach Inhibitorbe-

handlung im delayed-plating Koloniebildungstest.
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Ausplattierungseffizienz im Koloniebildungstest nach Nukleosid-Zugabe
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Abb. A.10: Ausplattierungseffizienz der HPV-positiven Zellen nach Inhibition
und Nukleosid-Zugabe. Gezeigt ist die PE der HPV-positiven Zelllinien nach
Inhibitor- und Nukleosid-Zugabe im delayed-plating Koloniebildungstest. (A):
PARP /Weel-Inhibition (B): Weel-Inhibition
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A.6.4 Residuelle 53BP1 Reparaturfoci nach Inhibitorbehandlung

Tabellen zu den Histogrammen der residuellen 53BP1 Reparaturfoci

Median Mittelwert SD
Behandlung
Gy S/Ge Gy S/Go G S/Go
0 Gy DMSO 2.0 3.0 2.215 3.644 1.660 2.967
0 Gy Ola/Ada 3.0 5.5 3.113 6.428 2.042 4.400
2 Gy DMSO 2.0 6.0 3.235 12.073 2.160 6.672
2 Gy Ola/Ada 5.0 12.0 5.779 12.258 3.976 5.657

Tabelle A.3: Verteilung der residuellen 53BP1 Reparaturfoci in den UD-SCC-2.
Angabe von Median, Mittelwert und SD der Gi- und der S/Gy Subpopulation
in den UD-SCC-2.

Median Mittelwert SD
Behandlung
G1 S/Go Gy S/Go Gy S/Go
0 Gy DMSO 1.0 1.0 1.309 1.658 1.463 2.111
0 Gy Ola/Ada 1.0 2.0 2.081 2.891 2.724 4.102
2 Gy DMSO 12.0 11.0 12.688 11.128 6.469 6.704
2 Gy Ola/Ada 5.0 12.0 5.779 12.258 3.976 5.657

Tabelle A.4: Verteilung der residuellen 53BP1 Reparaturfoci in den UM-SCC-47.
Angabe von Median, Mittelwert und SD der G; und der S/Gy Subpopulation
in den UM-SCC-47.

Median Mittelwert SD
Behandlung
G S/Go G1 S/Ga G S/Go
0 Gy DMSO 2.0 4.0 2.289 4.039 2.450 3.229
0 Gy Ola/Ada 3.0 4.0 3.278 4.819 2.584 3.655
2 Gy DMSO 4.0 13.0 5.675 13.416 4.329 5.792
2 Gy Ola/Ada 9.5 12.5 10.370 12.175 4.911 5.046

Tabelle A.5: Verteilung der residuellen 53BP1 Reparaturfoci in den
UPCI-SCC-154. Angabe von Median, Mittelwert und SD der G; und
der S/Go Subpopulation in den UPCI-SCC-154.
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Histogramm der residuellen 53BP1 Reparaturfoci in den UD-SCC-2
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Abb. A.11: Distribution residueller 53BP1 Reparaturfoci (UD-SCC-2). Bestrah-
lung mit 2 Gy fithrt zu einem Anstieg der Focizahl. Nach Behandlung mit der
PARP/Weel-Inhibition ist in den G;-Phase-Zellen (schwarze Balken) eine Ver-
schiebung zu hoheren Focizahlen erkennbar. In den S/Gsy-Phase-Zellen (graue
Balken) nimmt hingegen die Anzahl an Zellen mit mindestens 20 residuellen Fo-

ci ab. Zudem gleichen sich die Verteilungen der Zellzyklusphasen einander an.
Der Median und die Mittelwerte der Verteilungen finden sich in Tabelle
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Histogramm der residuellen 53BP1 Reparaturfoci in den UM-SCC-47
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Abb. A.12: Distribution residueller 53BP1 Reparaturfoci (UM-SCC-47). Bestrah-

lung mit 2 Gy fithrt zu einem Anstieg der Foci-Anzahl. Nach Behandlung mit
der PARP/Weel-Inhibition ist in den G;-Phase-Zellen (schwarze Balken) eine
Verschiebung zu héheren Focizahlen erkennbar. Zudem gleichen sich die Vertei-
lungen der Zellzyklusphasen einander an.
In den UM-SCC-47 ist im Unterschied zu den UPCI-SCC-154 und den
UD-SCC-2 nach PARP/Weel-Inhibition und Bestrahlung keine Reduktion der
S/Ga-Phase-Zellen (graue Balken) mit mindestens 20 Foci zu erkennen. Es ist
allerdings ein starker Anstieg an Gi-Phase-Zellen mit mindestens 20 Foci zu
beobachten. Bei Vergleich mit Abbildung [5] ist allerdings zu erkennen, dass die
UM-SCC-47 nicht strahlenresistenter sind als die UD-SCC-2. Es ist also davon
auszugehen, dass diese Zellen bei weiteren Vorschreiten im Zellzyklus ebenfalls
den Zelltod erleiden. Der Median und die Mittelwerte der Verteilungen finden
sich in Tabelle [A.4]
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Stark geschadigte Zellen nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung

(A) (B)
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Abb. A.13: Zellen mit mindestens 20 residuellen Foci mit und ohne Nukleosid-
Zugabe (HPV-positiv). (A): Prozentualer Anteil an Zellen, die 24 h nach
Inhibitorbehandlung und Bestrahlung mit 2 Gy mindestens 20 residuelle 53BP1
Foci aufweisen. (B): Dargestellt ist der prozentuale Anteil an Zellen, die 24 h
nach Bestrahlung mit 2Gy und Nukleosid-Zugabe mindestens 20 residuelle
53BP1 Foci aufweisen. Die Nukleosid-Zugabe erfolgte 2h vor Bestrahlung. Der
Anteil an stark geschidigten Zellen ist zusétzlich in EdU-positive und EdU-
negative Zellen aufgeschliisselt.
A.6.5 Reduktion des Replikationsstresses nach Nukleosid-Zugabe
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E
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Abb. A.14: Intensitidt der YH2AX-Fiarbung 4 h nach Einzelbehandlung mit den

Inhibitoren und Nukleosid-Zugabe (HPV-positiv). Die Messung der
vH2AX-Intensitét erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Me-
dian der yYH2AX-Signalintensitit in S-Phase-Zellen, normiert auf die S-Phase
der unbehandelten Kontrolle.
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Radioresistenz nach Nukleosid-Zugabe
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Abb. A.15: Proliferation der Zellen nach Nukleosid-Zugabe (HPV-positiv). Die
Zugabe der Nukleoside erfolgte 4h nach Aussaat der Zellen. Bestimmung
der Zellzahl an Tag eins, drei und fiinf nach Nukleosid-Zugabe. Die Normie-
rung erfolgte auf die Zellzahl der unbehandelten Probe an Tag eins. In den
UD-SCC-2 zeigt sich eine deutliche Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit
nach Nukleosid-Zugabe.
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Abb. A.16: Zellzyklusverteilung 24 h nach Nukleosid-Zugabe (HPV-positiv). Zell-
zyklusverteilung 24 h nach Nukleosid-Zugabe und Bestrahlung mit 0 Gy, 3 Gy
und 6 Gy. Die Zugabe der Nukleoside erfolgte 2h vor der Bestrahlung; DAPI-
Anfarbung der DNA und Messung im Durchflusszytometer. Dargestellt ist der
Anteil der Zellen in G-, S- und Go-Phase.
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A.7 Zusatzliches Material der HPV-negativen Zelllinien

A.7.1 Replikationsstress nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung
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Abb. A.17: Intensitdt der YH2AX-Farbung 24 h nach Inhibitorbehandlung und
Bestrahlung (HPV-negativ). Die Zellen wurden mit den Inhibitoren behan-
delt und 2h spéater mit 0 Gy, 3 Gy und 6 Gy bestrahlt. Fixiert wurden die Zel-
len 24 h nach Bestrahlung. Die Messung der yYH2AX-Intensitét erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Dargestellt ist der Median der YH2AX-Signalintensitét,
normiert auf die S/Go-Phase der unbehandelten Kontrolle.

A.7.2 Radiosensibilisierung im delayed-plating Koloniebildungstest

Ausplattierungseffizienz im Koloniebildungstest
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Abb. A.18: Ausplattierungseffizienz der HPV-negativen Zellen nach
PARP /Weel-Inhibition. Gezeigt ist die PE der HPV-positiven Zellli-
nien nach Inhibitorbehandlung im delayed-plating Koloniebildungstest.
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A.7.3 Reduktion des Replikationsstresses nach Nukleosid-Zugabe
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Abb. A.19: Intensitidt der YH2AX-Fiarbung 24 h nach Inhibitorbehandlung und
Nukleosid-Zugabe (HPV-negativ). Quantifizierung yYH2AX-positiver S-
Phase-Zellen 24 h nach Inhibitorbehandlung und Nukleosid-Zugabe. Fiir diesen
Versuch gilt N=1. Die Normierung erfolgte auf die G;-Phase der unbehandelten
Kontrolle.

Stark geschadigte Zellen nach Inhibitorbehandlung und Bestrahlung
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Abb. A.20: Mindestens 20 (> 20) residuelle 53BP1 Reparaturfoci 24 h nach Be-
strahlung mit 2 Gy (HPV-negativ). Quantifizierung der Zellen mit mindes-
tens 20 residuellen 53BP1 Foci. Behandlung der Zellen mit den Inhibitoren und
2h spéter Bestrahlung mit 2 Gy. Die Fixation erfolgte 24 h nach Bestrahlung.
In der linken Abbildung sind die pan-nukledr gefirbten Kerne in die Auswer-
tung eingezogen, in der rechten Abbildung sind diese Kerne aus der Auswertung
ausgeschlossen. Zwischen den beiden Moglichkeiten der Auswertung zeigen sich
nur geringe Unterschiede.
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A.8 Zusatzliches Material zur automatisierten Ausziahlung in
Imagel

A.8.1 Artefakte in der automatisierten Ausziahlung

(A)

Jg,] - o x
1286 1[‘35D als; B-bit (i ting LUT) 1.3MB

3

Abb. A.21: Weitere Beispiele fiir Fehlerquellen in der automatisierten Auszih-
lung. (A): Beispielbild dicht wachsender UPCI-SCC-154. Die Separierung der
Zellen erfolgt bei der automatisierten Auszédhlung nicht vollstédndig. (B): Nach
Bestrahlung mit 2 Gy entstehen in den UM-SCC-47 Mikronuklei, die in der au-
tomatisierten Auszdhlung filschlicherweise als Zellen gezdhlt werden. Diese sind
in der rechten oberen Ecke des Bildes zu sehen.
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A.8.2 Tabellen zu den Bland-Altman-Diagramme

A Anlagen

Behandlung Bias SD Bias 95 % Limits of Agreement
0 Gy DMSO -2.4 2.881 -8.047 ; 3.247

0 Gy Ola/Ada -1.6 3.647 -8.748 ; 5.548

2 Gy DMSO -3.8 1.643 -7.021 ; -0.5794

2 Gy Ola/Ada -4.4 3.975 -12.19 ; 3.391

Tabelle A.6: Ergebnisse des Bland-Altman-Diagramms zur automatisierten Zell-
kernzihlung. Angabe der mittleren Differenz (Bias) und der SD beim Ver-
gleich von manueller und automatisierter Zellkernzahlung in den UM-SCC-47.

Behandlung Bias SD Bias 95 % Limits of Agreement
0 Gy DMSO -0.4174 0.8901 -2.162 ; 1.327

0 Gy Ola/Ada -1.192 1.655 -4.436 ; 2.051

2 Gy DMSO 2.252 0.8850 0.5172 ; 3.986

2 Gy Ola/Ada 0.6313 0.7008 -0.7422 ; 2.005

Tabelle A.7: Ergebnisse des Bland-Altman-Diagramms zur automatisierten Aus-
ziahlung residueller 53BP1 Reparaturfoci mit der Methode Find Ma-
xima. Die Berechnung erfolgte mit der automatisiert bestimmten Zellkernzahl.
Angabe der mittleren Differenz (Bias) und der SD beim Vergleich von manu-
eller und automatisierter Auszdhlung residueller 53BP1 Reparaturfoci mit der

Methode Find Maxima in den UM-SCC-47.

Behandlung Bias SD Bias 95 % Limits of Agreement
0 Gy DMSO -0.6051 1.289 3.131; 1.921
0Gy Ola/Ada -1.301 1.623 -4.483 ; 1.880
2 Gy DMSO 0.1513 1.108 -2.021 ; 2.323
2 Gy Ola/Ada -0.3419 1.051 -2.402 ; 1.718

Tabelle A.8: Ergebnisse des Bland-Altman-Diagramms zur automatisierten Aus-
ziahlung residueller 53BP1 Reparaturfoci mit der Methode Find Ma-
xima. Die Berechnung erfolgte mit der manuell bestimmten Zellkernzahl. An-
gabe der mittleren Differenz (Bias) und der SD beim Vergleich von manueller
und automatisierter Auszdhlung residueller 53BP1 Reparaturfoci mit der Me-
thode Find Maxima in den UM-SCC-47.
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Behandlung Bias SD Bias 95 % Limits of Agreement
0 Gy DMSO -1.562 2.927 _7.298 ; 4.175

0 Gy Ola/Ada -2.682 2.905 -8.376 ; 3.012

2 Gy DMSO -2.429 0.7738 -3.946 ; -0.9128

2 Gy Ola/Ada -3.102 9.525 -8.051 ; 1.847

Tabelle A.9: Ergebnisse des Bland-Altman-Diagramms zur automatisierten Aus-
ziahlung residueller 53BP1 Reparaturfoci mit der Methode Analyze
Particles. Angabe der mittleren Differenz (Bias) und der SD beim Vergleich
von manueller und automatisierter Auszdhlung residueller 53BP1 Reparatur-
foci mit der Methode Analyze Particles in den UM-SCC-47.

A.8.3 Bland-Altman-Diagramme
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Abb. A.22: Bland-Altman-Diagramme zum Vergleich der manuellen Auszidhlung
mit zwei Methoden der automatisierten Auszihlung. Fiir den Vergleich
wurde die manuell ausgezéhlte Zellzahl genutzt. (A): Find Maxima.( B): Ana-

lyze Particles.
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A.8.4 Verschiedene Thresholds fiir die Funktion Analyze Particles
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Abb. A.23: Beispiele fiir die vier Thresholds bei Einsatz von der Methode Ana-

lyze Particles zur Auszidhlung residueller 53BP1 Reparaturfoci. Die
Funktion Analyze Particles in ImageJ ermoglicht die Eingabe eines von zwei
Grenzwerten, die die minimale und maximale Foci-GréBe beschrénken. (A):
Threshold von 0-300; (B): Threshold von 10-300; (C): Threshold von 0—Infinity;
(D): Threshold von 10-Infinity
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A.8.5 Protokoll

Automatisierte Auszihlung residueller Reparaturfoci in Image J

1.

Bearbeitung der am Mikroskop aufgenommenen .zvi-Bilder in AxioVision (Version: AxioVision
49.1.)

In AxioVision werden an einer Aufnahme (bestrahlt und behandelt) die optimalen

Einstellungen fir die einzelnen Kandle ermittelt

Diese Einstellungen werden auf alle Bilder des Versuches tibertragen. Die Originalbilder

sollten nicht verandert werden. Am besten einen neuen Ordner fiir die bearbeiteten Bilder

erstellen.

Aus den bearbeiteten Bildern werden Schnittbilder erstellt:

Schnittbild -> MIP -> Create Image

Erneut in separatem Ordner als .zvi-Datei speichern.

Diese Bilder als .jpeg-Bild aus den .zvi-Bildern exportieren (Export -> Channels)

Einstellungen in ImagelJ (Version: ImageJ 1.51j8)

Image) 6ffnen

Zur Vereinfachung kénnen in Image) Shortcuts fiir die Schritte erstellt werden:

Plugins -> Shortcuts -> Add shortcut...

Auszdhlung der DAPI-gefarbten Zellkerne in Image)

Offnen des schwarz-weiR Bildes der DAPI-Fliche

Auswahlen des Bereiches von Interesse (z. B. entfernen des Randes in den
MIP-Bildern)

Image -> Crop

In diesem Bild dann:

Process -> Filter -> Gaussian Blur Filter... (sigma 3.0)

Erstellen eines binaren Bildes:
Image -> Adjust -> Threshold...

CI ] e

o 1 ST .
B I [ 3

Default ~| |Baw -

¥ Dark background [~ Stack histogram

| M Apply | Reset ﬂ

Einstellen des ,,Threshold”

&

Auto

4 KeyboardShotests  — O X
File Edit Font

Shortcut

Command =

Close Bracket Show All

A0 MOU2OCODo >0 O~ OEGN

Select First Lane
Select Next Lane
Plot Lanes

Original Scale

View 100%

“Clear Outside m
*Make Binary
*Analyze Particles
Select Al

Select None

Add Selection
Blobs (25K)
Brightness/Contrast.
Copy

Draiw

Duplicate

Restore Selection

Scale L{
I

Process -> Binary -> Fill holes (falls notwendig, kann allerdings auch zum Verschmelzen von

Zellen fiihren)

Process -> Binary -> Make Binary (Shortcut 7)

Trennen von Zellen, die sich bertihren mit Hilfe des Watershed-Algorithmus:
Process -> Binary -> Watershed

Auszdhlung der DAPI-Zellkerne

Analyze -> Analyze Particles (Shortcut 8) (in dieser Arbeit wird ein Threshold von 120 - Infinity

genutzt)
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Auszahlung immer bildlich dokumentieren, damit es nachvollziehbar bleibt!

& Analyze Particles X

Size (pixel"2): |
Circularity: |0.00-1.00
Show: |Nothing -

I Display results v Exclude on edges
¥ Clear results I Include holes
v Summarize I Record starts
¥ Addto Manager [ In situ Show

OK Cancel | Help

Die Foci kdnnen dann in diesen Zellen in Image) manuell oder automatisiert ausgezahlt werden. Dies
sollte direkt im Anschluss erfolgen, damit die Foci den ausgezdhlten Zellkernen zugeordnet werden
kénnen.

4. Bestimmung der DAPI-Fldche in Image)

Offnen des exportierten Schnittbildes (mit allen Kanilen/Farben)
Tumorzellen (z. B. die p63-positiven Zellen) mit Hilfe der Free Hand selection einkreisen

images -
Fle Edt Image Process Anaze Plugins Window Help
e rond O] O| R [B ~<| £ | 4|\ A & |©] 2] oofse| 4| & ] 7

AnschlieBend in das schwarz-weil Bild der DAPI-Flache wechseln:

STRG + Pfeil oben+,,0”

In diesem Bild dann:

Edit -> Clear Outside (Shortcut 6)

Edit -> Invert

Process -> Binary -> Make Binary (Shortcut 7)

Analyze -> Analyze Particles... (Shortcut 8)

Die Messung erfolgt einmal mit Hakchen bei Include holes und einmal ohne.
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Die Einstellungen fur Analyze Particles:

| [£] Analyze Particles X

Size (pixel*2): |0-infinity
Circularity: |0.00-1.00

Show: |Nothing v

™ Display results [~ Exclude on edges
I” Clearresults

¥ Summarize
[~ Addto Manager [ In situ Show

OK | Cancel | Help

Die Ergebnisse fir die Bestimmung der DAPI-Flache:

¢ Summary — E] X
File Edit Font
Slice [Count [Total Area [average Size |%Area [Mean =
3Gy 24h8vi-ns_DAPIJPG 489 86889 177.687 5.211 253.549
3Gy 24h8vi-ns_DAPIJPG 649 75847 116.405 4530 255.000

4 [»

Die Foci kénnen dann in diesen Zellen in Image) manuell oder automatisiert ausgezahlt werden. Dies
sollte direkt im Anschluss erfolgen, damit die Foci der ausgewahlten DAPI-Fldche zugeordnet werden

konnen.

5. Automatisierte Auszdhlung von 53BP1 Foci (Méglichkeit 1 Gber Analyze Particles)

Das automatisierte Auszadhlen erfolgt fast analog zur Bestimmung der DAPI-Flache.

- Offnen des schwarz-weiR-Bildes der Foci in Image)
- Auswabhlen der Zellen, fiir die die DAPI-Flache bestimmt wurde:
Edit -> Selection -> Restore Selection
Edit -> Clear Outside (Shortcut 6)
Edit -> Invert
Binary -> Make Binary (Shortcut 7)
Analyze -> Analyze Particles... (Shortcut 8)

Im Unterschied zur Bestimmung der DAPI-Flache wurde in dieser Arbeit mit vier verschiedenen

Thresholds gearbeitet. Es wurden Thresholds mit einer Pixelgrée von - .
i . . || Analyze Particles X
0 - 300 und 10 - 300 sowie O - Infinity und 10 - Infinity genutzt.
Kein Hakchen bei Include holes. Size (pixelA2): 1(}30
Die Ergebnisse (Summary) bei Bestimmung der DAPI-Flache und der Foci- Circularity: |0.00-1.00
Zahl mit zwei verschiedenen Thresholds:
Show: |Nothing v
4 summary - o X
File Edit Font [ Display results [~ Exclude on edges
Slice ‘Cuurrt |TUtaIArea Average Size |%Area |Mean = [~ Clear results [~ Include holes
3Gy 24hBvi-ns_DAPIJPG 489  BAEEY 177 687 5211 253649 )
3Gy 24nBvins_DAPILIPG 649 75547 116405 4530 256.000 V' Summarize I Record staris
IGy 24h8vi-ns_FITCJPG 92 4283 46.554 0.257 255.000 I~ Addto Manager [ In situ Show
3Gy 24hBvins_FITC.JPG 158 4529 28,665 0272 255.000 =
d ] OK | Cancel | Help
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6. Automatisierte Auszdhlung von 53BP1 Foci (Mdglichkeit 2 iiber Find Maxima)

Angelehnt an das Protokoll der Light Microscopy Core Facility (LMCF), Duke University*

- Offnen des schwarz-weiR-Bildes der Foci in Image)

- Auswahlen der Zellen, fiir die die DAPI-Flache bestimmt wurde:
Edit -> Selection -> Restore Selection
Edit -> Clear Outside (Shortcut 6)
Process -> Find Maxima... (Noise tolerance 120)

4 Find Maxima... x 501040 pcels: -0t 1.4UE

Noise tolerance: |120
Outputtype: |Single Points -

v Exclude edge maxima
™ Light background

17 Maxima

oK Cancel | Help

Nachdem mit ,,OK“ bestétigt wurde, wird ein neues bindres Bild erzeugt, in welchem dann die Maxima
pro Zelle gezahlt werden kdnnen.

Analyze -> Tools -> ROl Manager...

Auswahlen von Show All (falls schon ausgewahlt: abwahlen und erneut auswahlen)
Measure

File -> Save As...

¢ RO.. — m] X 138811040 st Bt Gvrting LUT) 1.4
00010101 [«]  Addm .
£ Results - a X
0002-0167
Update o ¢ ° Fle Edi_Font Resuls
0003-0171 B e Cater [Area[ean [Min [Max [ntben |RawntDen -]
0004-0207 A e . 23 UM47_0Gy_DMSO_03_c4 JPG 9180 255 255 255 2340900 2340900
T 24 UM47_0Gy_DMSO_03_cd JPG 14308 255 255 265 3801540 3801540
00050230 IRz e @ . 25 UM47_0Gy_DMSO_03_c4JPG 33037 255 265 255 8424435 8424435
0006-0328 e e 2% UM4T_0GY_DMSO_03_c4 PG 16480 255 255 255 4200400 4202400
0007-0377 a 27 UMAT_0Gy_DMSO_03_cd JPG 20876 255 255 255 5323380 5323360
1 esele ® 28 UM47_0Gy_DMSO_03_cd JPG 21475 255 255 255 5476125 5476125
Deselect «
0008-0409 @ @ @ 29 UM47_0Gy_DMSO_03_c2.JPG Maxima:0001-0101 18416 0 0 0 o0 0 _
0009-0393 Properties... ® ™ ® 30 UM47_0Gy_DMSO_03_c2 JPG Maxima:0002-0167 31284 0 [ ) 0
31 UMA7_0GY_DMSO_03_C2PG Maxma0003-0171 28128 0 0 0 0 0
0010-0478 Flatten [F] @ 32 UMAT_OGY_DMSO_D3_C2PG Maxma0004-0207 17835 0014 0 255 255 256
¥ @ 33 UM47_0Gy_DMSO_03_c2JPG Maxima:0005-0230 20012 0 0 0 o 0
00110504 Moe » . =
o 34 UM47_0Gy_DMSO_03_c2JPG Maxima 0006-0328 27195 0 0 0 o 0 |
0012-0558 n - a P =
@
00130576 -
0014-0624 ~|¥ Labels \\

Die Anzahl an Foci (Anzahl der Maxima) in der Zeile RawintDen gezeigt.

Falls diese Zeile in der Results-Tabelle nicht auftaucht, kann es tiber Analyze -> Set Measurements...
hinzugeflgt werden.

Jedes Maxima wurde als ein Pixel gespeichert und hat einen Wert von 255. Drei Foci in einer Zelle
entsprechen also einem Wert von 765.

1 Count Nuclear Foci — ImagelJ; Light Microscopy Core Facility (LMCF), Duke University 2022
https://microscopy.duke.edu/guides/count-nuclear-foci-Image)
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