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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Kopf-Hals-Tumoren

1.1.1 Epidemiologie

Tumoren des Kopf-Hals-Bereiches verzeichnen mit einer Inzidenz von 890.000 Fallen pro
Jahr weltweit die sechsthdufigste maligne Krebserkrankung des Menschen, welche
jahrlich zu tGber 450.000 Todesfallen fihrt (Johnson et al., 2020). Die Inzidenz in Europa
betrdagt 36 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner bei Mannern, bei Frauen 7
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner (Keilholz, 2012). Diese Tumoren sind mit tGber
90% histopathologisch den Plattenepithelkarzinomen (head and neck squamous cell
carcinoma - HNSCC) zuzuordnen und entstehen aus dem mukosalen Epithel der
Mundhohle, des Pharynx und des Larynx (Johnson et al., 2020; Vigneswaran & Williams,
2014). Das mediane Erkrankungsalter liegt bei den nicht-Virus assoziierten Tumoren bei
66 Jahren, wahrend Patienten mit einer oralen Infektion durch das humane

Papillomavirus (HPV) im Alter von ca. 53 Jahren erkranken (Johnson et al., 2020).

1.1.2 Atiologie und Karzinogenese

Bei den HNSCC werden atiologisch zwei Entitdten unterschieden. Zum einen die
sogenannten HPV-negativen HNSCC, welche im spateren Lebensalter auftreten und als
Ursache Risikofaktoren wie z.B. den Konsum von Alkohol und Tabak haben, und zum
anderen die HPV-positiven HNSCC (Gillison et al., 2012). Bei diesen HPV-positiven
HNSCC liegt eine Infektion mit dem humanen Papillomavirus vor, meist vom Typ 16,
welcher bei Uber 90% der HPV-assoziierten OPSCC (oropharyngeal squamous cell

carcinoma) nachweisbar ist (Wittekindt et al., 2012).

Bei den HPV-positiven HNSCC kommt es nach Integration der doppelstrangigen DNA des
humanen Papillomavirus in die Wirtszellen zu der Expression der Virusonkogene
(Proteine des HPV) E6 und E7. Dabei inaktiviert das Protein E6 p53, indem Protein E6
einen Komplex mit E6-AP sowie p53 bildet, was zur Ubiquitin-vermittelten Degradation
des p53 im Proteasom fiihrt (Johnson et al., 2020). Uber das Protein E7 wird das

Retinoblastom-Protein (Rb) gebunden, wodurch dessen Funktion als Zellzyklusregulator
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entfallt und der Transkriptionsfaktor E2F geférdert wird (Johnson et al., 2020; Mesri et
al., 2014). Dieses E2F wiederum lasst die Zelle im Rahmen des Zellzyklus den G1-S-
Checkpoint (iberschreiten, sodass diese unkontrolliert in die S-Phase des Zellzyklus
fortschreiten kann (Johnson et al., 2020). Das Protein p16 wird zudem Uberexprimiert,
da das durch E7 gebundene Rb seine physiologische Funktion im Sinne einer negativen
Rickkopplung nicht mehr erfiillen kann (Grgnhgj Larsen et al., 2014; Stephen et al.,
2013). Damit hat sich p16 als zuverldssiger Marker fur die Diagnosestellung HPV-
positiver HNSCC im Oropharynx herausgestellt und gilt als Surrogatmarker fiir HPV-
assoziierte OPSCC (Mylly et al., 2022).

DNA-Schaden Cyclin A Sepsszenz und Mitogene

Differenzierung

@ /D] é
OO /’P

1

Go CDK4 or
'|' CDK6

53) EZF

:@i @—'—»’.-. ;@i
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Abbildung 1: Zellzyklusderegulierung lber die Proteine E6 und E7 bei Infektion mit HPV, Abb. modifiziert
nach Leemans (Leemans et al., 2011)

Bei den HPV-negativen HNSCC sind die dominierenden Risikofaktoren der Konsum von
Alkohol sowie Tabak (Wittekindt et al., 2012) und haben bei 75% der Patienten mit
einem HNSCC eine tragende Rolle als Risikofaktor (Blot et al., 1988). Die Karzinogenese
der HPV-negativen HNSCC folgt dem mehrstufigen Prozess der Tumorentstehung durch
Mutationen in Tumorsuppressorgenen und Protoonkogenen (Hanahan & Weinberg,
2011). Es kommt dabei zur Akkumulation von genetischen und epigenetischen

Veranderungen (Wittekindt et al., 2012).

Weiterhin haben bei der Tumorinduktion der HNSCC auch verschiedene Signalwege eine
Bedeutung. So kann bei mehr als 80% der HNSCC nachgewiesen werden, dass der sog.

EGFR-Signalweg aufgrund von Mutationen hochreguliert ist (Leemans et al., 2011). Der
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Einleitung

EGFR (epidermal growth factor receptor) gehort zur Familie der
Tyrosinkinaserezeptoren und wird mit Zellproliferation sowie Inhibition der Apoptose
assoziiert (Zimmermann et al.,, 2006). Als weiterer wichtiger Signalweg fir die

Karzinogenese von HNSCC fungiert der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg (Kapitel 1.4).

1.2 Therapie

Die leitliniengerechte Behandlung des HNSCC ist in der Regel eine multimodale Therapie
(Stover & Feyer, 2018). Zu den wichtigsten Komponenten gehoren die Resektion, die
Radiotherapie (RT), die Chemotherapie sowie die Antikorpertherapie. In friihen Stadien
(1/l1) werden die HNSCC meistens operativ entfernt oder definitiv radiotherapiert. In
fortgeschrittenen Stadien erfolgt in der Regel eine primare Radiochemotherapie (RCT)
oder adjuvante Radio(chemo)therapie. Im fernmetastasierten Stadium wird ein

individuelles Konzept fiir den Patienten angewendet (Stéver & Feyer, 2018).

1.2.1 Strahlentherapie

Die Radiotherapie ist ein wichtiger Baustein in der Therapie von malignen Tumoren. Bei
ca. 50% der Patienten mit einer malignen Tumorerkrankung kommt sie in kurativer
Intention zum Einsatz, wobei Heilungsraten von bis zu 40% erreicht werden kdnnen
(Maier et al., 2016). Das Ziel der Radiotherapie ist es, eine lokale Tumorkontrolle bei
gleichzeitiger Schonung des Normalgewebes zu erreichen, sodass kein Rezidiv entstehen
kann (Dikomey et al., 2012). Physikalisch handelt es sich hierbei um Photonenstrahlung
und wird in der Einheit Gray (Gy) angegeben (Wang et al., 2019). Diese kann die DNA
sowohl Uber direkte als auch indirekte lonisation schadigen. Bei der direkten lonisation
werden Elektronen in den Atomen der DNA angeregt und emittiert, sodass kovalente
Bindungen aufbrechen (Borrego-Soto et al., 2015; Dikomey et al., 2012). Im Rahmen der
indirekten lonisation wird die Bildung von reactive oxygen species (ROS) und anderen
freien Radikalen wie H,0, oder Hydroxyl-Radikalen (OH-Radikale) zur DNA-Schadigung
begiinstigt (Borrego-Soto et al., 2015). Als Folge entstehen an der DNA neben
Basenschdden sowohl Einzelstrang- (SSB) als auch Doppelstrangbriiche (DSB). Dabei ist
statistisch 1 Gy in der Lage, 10° lonisationen anzuregen und damit 2000 Basenschédden,

1000 SSB sowie 20-40 DSB zu induzieren (Dikomey et al., 2012).
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Risikoadaptiert werden bei den HNSCC Bestrahlungsdosen zwischen 50-70 Gy
angewendet, die in der Regel konventionell fraktioniert werden (5 Fraktionen/Woche,
2 Gy/Fraktion) (Giordano, 2019). Um die Nebenwirkungen zu reduzieren, wird die sog.
intensitatsmodulierte Radiotherapie (IMRT) verwendet. Durch diese Technik kann die
Strahlung optimal im Tumor appliziert werden und gleichzeitig das gesunde Gewebe
maximal geschont werden (Rathod et al., 2013; Tribius & Bergelt, 2011). So konnte die
SEER-Medicare-Analyse zeigen, dass die Gesamtmortalitat signifikant reduziert wird,
wenn statt der 3D-konformalen Bestrahlungstechnik die IMRT angewandt wird

(Giordano, 2019).

1.2.2 Radiochemotherapie

Die Kombination der Radiotherapie mit einem Chemotherapeutikum ist bei der
Behandlung von HNSCC in fortgeschrittenen Stadien gangig (Stover & Feyer, 2018) und
flhrt bei simultaner Gabe nach Daten einer Metaanalyse zu einem signifikant hoheren
Gesamtiiberleben (Lacas et al.,, 2021). Es wird hierbei zwischen der priméaren
Radiochemotherapie sowie der adjuvanten Radiochemotherapie nach Operation
unterschieden (Stover & Feyer, 2018). Die adjuvante RCT wird verwendet, wenn HNSCC
in den Stadien I/Il nach der Operation Risikofaktoren wie eine Non-in-sano-Resektion,
kapseliberschreitenden Lymphknotenbefall, perineurales Tumorwachstum oder
LymphgefaRinvasion aufweisen (Giordano, 2019; Stover & Feyer, 2018). In den Stadien
[1I/1V ist die postoperative RCT stets indiziert. Die primare RCT hingegen wird bei den
HNSCC angewendet, wenn sie in einem fortgeschrittenen Stadium (T3/T4, N2/N3)

diagnostiziert werden und funktionell nicht operabel sind (Stover & Feyer, 2018).

Als Standardchemotherapie hat sich Cisplatin (cis-Diammindichloridoplatin, CDDP) in
unterschiedlichen Verabreichungsschemata bewéhrt. Das sog. high-dose Cisplatin (HDC)
wird mit einer kumulativen Dosis von 100 mg/m? Kdrperoberfliche (KOF) alle drei
Wochen angewendet (Johnson et al., 2020; Szturz et al., 2017). Dieses verbessert in
Kombination mit der RT die lokoregionire Kontrolle des Tumors sowie das Uberleben
der Patienten (Bauml et al., 2019). Auch das weekly-Konzept mit einer Cisplatin-Dosis
von 40 mg/m? KOF ist ein etabliertes Schema bei der Behandlung fortgeschrittener

HNSCC und ist der HDC bezliglich des Gesamtiiberlebens gleichwertig (Bauml et al.,
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2019). Weitere Substanzen wie Carboplatin, 5-Fluoruracil (5-FU), Mitomycin C,
Docetaxel und Paclitaxel sind ebenfalls fiir fortgeschrittene HNSCC im Rahmen der RCT
zugelassen und zeigen gegeniber der alleinigen Radiotherapie einen Vorteil fir das
Gesamtliberleben (Budach et al., 2006; Stover & Feyer, 2018).

Bei Kontraindikationen gegen platinbasierte Chemotherapeutika wird der EGFR-
Inhibitor Cetuximab angewendet. Im Vergleich zu der Cisplatin-basierten RCT ist die
Radiotherapie mit Cetuximab beziglich des Gesamtiberlebens unterlegen, zeigte
jedoch gegenilber der alleinigen Radiotherapie einen Benefit flir das mediane

Gesamtiiberleben (Giordano, 2019; Li et al., 2023).

Das Cisplatin wird entweder Uber passive Diffusion oder Uber Influx-Pumpen in die
Zellen geschleust (Florea & Blisselberg, 2011). In der Zelle angekommen, wird Cisplatin
zunachst durch Hydrolyse der Chloridatome aktiviert (Abb. 2) (Dasari & Tchounwou,
2014). Indem nun elektrophilen Zustand agiert es mit zellularen Komponenten wie DNA,
RNA, Proteinen und Membranlipiden (Dasari & Tchounwou, 2014). Dabei interagiert es
vor allem mit der DNA. Cisplatin bindet bevorzugt tiber das Stickstoffatom in Position 7
von Guanin und Adenosin, wodurch Intrastrang- sowie Interstrang-Quervernetzungen
(ICL) entstehen (Chen et al., 2016; Jamieson & Lippard, 1999; Seifert, 2018). Den so
entstandenen DNA-Addukten ist es damit nicht moglich, in der S-Phase repliziert zu
werden, da eine sterische Behinderung vorliegt (Deans & West, 2011). Als Konsequenz

wird der Zellzyklus gestoppt und die Apoptose ausgeldst (Dasari & Tchounwou, 2014).
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Abbildung 2: Aktivierung (A) und Wirkmechanismus (B) des Cisplatins, Abb. modifiziert nach Rocha (Rocha
etal., 2018)

1.2.3 Prognose und Nebenwirkungen der Therapie

Obwohl die HPV-positiven HNSCC eine bessere Prognose aufzeigen als die HPV-
negativen HNSCC (Linge et al., 2018; Lohaus et al., 2014), werden beide Entitdten noch
immer gleich behandelt (Riihle et al., 2021). Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir die HPV-
positiven HNSCC liegt bei circa 85%, wahrend sie bei den HPV-negativen HNSCC
ungefahr 50% betragt (Linge et al., 2018; Lohaus et al., 2014). In einer Studie von Lassen
et al. konnte zudem gezeigt werden, dass die HPV-positiven HNSCC ein besseres
Ansprechen nach RT als die HPV-negativen HNSCC aufweisen (Lassen et al., 2009). Der
Surrogatmarker p16 dient somit auch als prognostischer Marker (Gillison et al., 2000;
Klussmann et al., 2009). Strahlenbiologische Untersuchungen zeigten, dass sich die
klinisch beobachtete gesteigerte Strahlenempfindlichkeit auch in
Zellkulturuntersuchungen nachweisen lasst (Arenz et al., 2014; Rieckmann et al., 2013).
So konnte eine deutlich erhohte zelluldare Strahlempfindlichkeit der HPV-positiven
Zelllinien im Vergleich zu den HPV-negativen Zelllinien beobachtet werden. Urséachlich
hierfir ist eine verminderte DSB-Reparatur. Es zeigten sich mehr residuale DSB 24 h nach

Bestrahlung in HPV-positiven Zelllinien als in HPV-negativen Zelllinien (Arenz et al., 2014;
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Rieckmann et al., 2013). Die verminderte DSB-Reparatur liegt wohl an einem Defekt in
der homologen Rekombination, einem wichtigen Reparaturweg fiir DSB (Ziemann et al.,
2017). So lieBen sich in den HPV-positiven Zelllinien nach Bestrahlung nahezu keine
Rad51-Foci im Gegensatz zu HPV-negativen Zelllinien nachweisen, welche ihren
typischen Peak nach etwa 6 h nach Bestrahlung zeigen (Ziemann et al., 2017). Rad51 ist

ein wichtiges Protein der homologen Rekombination (Kapitel 1.3.2.2).

Trotz besserer Prognose fiir die HPV-positiven HNSCC im Vergleich zu den HPV-
negativen HNSCC ist aufgrund der fehlenden Differenzierung in der Therapie mit
dahnlichen Nebenwirkungen zu rechnen.

Bei der Radiotherapie wird zwischen den sog. Akuttoxizitdten und Langzeittoxizitaten
unterschieden. Die Akuttoxizitaten treten bereits unter der Therapie auf und lassen in
der Regel innerhalb von Wochen bis Monaten nach (Strojan et al., 2017). Dazu gehdéren
beispielsweise Abgeschlagenheit, eine orale Mukositis, Dysphagie,
Geschmacksstorungen sowie eine Dermatitis (Stover & Feyer, 2018; Zecha et al., 2016).
Zu den haufigsten Langzeittoxizitaten zahlen unter anderem Xerostomie,
Hyposalivation, Trismus, Neuropathien, Knochennekrosen, mukosale Infektionen,
Dysphagie, Fibrose der Muskulatur sowie Lymphodeme (Brook, 2020).

Das Cisplatin ist unter anderem nephrotoxisch, ototoxisch sowie myelosuppressiv und
versursacht neben Haarausfall auch Ubelkeit und Erbrechen (Dasari & Tchounwou,
2014; Dille et al., 2012; Oun et al., 2018). Es konnte zudem beobachtet werden, dass das
Cisplatin in Kombination mit der Radiotherapie vermehrt zu Leukopenie, Neutropenie
sowie akutem Nierenversagen fiihrt (Huang et al., 2016). Diese Nebenwirkungen haben
einen starken Einfluss auf die Lebensqualitat der Patienten, sodass die Notwendigkeit

einer Optimierung der Therapie besteht (Porceddu et al., 2019; Subtil et al., 2022).
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1.3 Strahlenbiologische Grundlagen

1.3.1 DNA-Schadigung

Die DNA kann durch verschiedene Noxen wie zum Beispiel einer Bestrahlung geschadigt
werden. Im Zuge dieser Schadigung entstehen, wie bereits beschrieben, an der DNA
Einzelstrang- (SSB) und Doppelstrangbriiche (DSB). Zu 95% sind dies SSB, welche durch
eine Bestrahlung induziert werden (Zhou & Parsons, 2020). Diese sind fiir die Zelle
leichter zu reparieren, da im Gegensatz zu den DSB eine intakte Matrize vorhanden ist
(Dikomey et al., 2012). Deutlich komplizierter ist fiir die Zelle die Reparatur der DSB.
Nicht- oder falschreparierte DSB kénnen zu chromosomalen Translokationen und zum
Zelltod durch die Bestrahlung fihren (Dikomey et al., 2012; Mahaney et al., 2009). Dies
stellt den wichtigsten Mechanismus des Zelltods fiir Tumorzellen dar, weil durch haufige
Mutationen von p53 in Tumorzellen sowohl die strahleninduzierte Apoptose als auch

der G1-Arrest nicht funktionieren (Dikomey et al., 2012; Hu et al., 2021).

1.3.2 DNA-Reparatur

Beim Auftreten eines DNA-Schadens wird eine Enzymkaskade, die sog. DNA damage
response (DDR), aktiviert, an dessen Ende die Reparatur der SSB und DSB steht
(Chatterjee & Walker, 2017; Dikomey et al., 2012). Zur Reparatur der DSB stehen der
Zelle zwei wichtige Reparaturwege, namlich das nicht-homologe Endjoining (NHEJ) und
die homologe Rekombination (HR), zur Verfigung (Dikomey et al., 2012). Als
Alternativen zum NHEJ und zur HR existieren das Single-Strand-Annealing (SSA) sowie
das alternative NHEJ.

Das System der Reparatur der DSB folgt einem streng hierarchischen System mit dem
Ziel, die DSB fehlerfrei zu reparieren. In Tumoren ist diese Hierarchie oft gestort. So
konnten unter anderem Defekte im DDR oder auch eine Uberexpression von Onkogenen

beobachtet werden (Dikomey et al., 2012).
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13.21 NHEJ

Das nicht-homologe Endjoining (NHEJ) stellt einen der zentralen Reparaturwege fiir DSB
dar und verbindet zusammengefasst die entstandenen DNA-Enden des DSB miteinander
(Dikomey et al., 2012; Schwarz, 2021). Es bendtigt im Gegensatz zur HR keine
Sequenzhomologie und kann deswegen in jeder Zellzyklusphase Schaden an der DNA
mit einer schnellen Kinetik beheben. Uber das NHEJ ist es moglich, 80% der durch
Strahlen erzeugten DSB zu reparieren (Dikomey et al., 2012). Dieses findet vor allem in
der GO- und G1-Phase des Zellzyklus statt, ist prinzipiell aber im gesamten Zellzyklus
vorhanden (Arnoult et al., 2017). Allerdings ist dieser Reparaturweg auch fiir Fehler
anfallig, da im Zuge der Reparatur aufgrund der fehlenden homologen Sequenz
Nukleotide hinzugefligt oder verloren gehen kdnnen. Inhibiert man das NHEJ, wird
beobachtet, dass die Reparaturkapazitdt abnimmt und damit die Strahlensensibilitat

erhoht wird (Dikomey 2012).

1.3.2.2 Homologe Rekombination

Ein wichtiger Reparaturweg neben dem NHEJ fir die DSB-Reparatur ist die homologe
Rekombination (Wright et al., 2018). Diese kann nur in der spaten S- und frilhen G2-
Phase stattfinden und macht 20% der DSB-Reparaturwege in Zellen aus, da bei der HR
das intakte Schwesterchromatid benétigt wird. Im Gegensatz zum NHEJ verlduft die HR
fehlerfrei (Dikomey et al., 2012; Sanford-Crane et al., 2018).

Nennenswerte Proteine der HR sind unter anderem die Tumorsuppressoren BRCA1 und
BRCA2 sowie Rad51. Unter Mitwirkung und Forderung von BRCA1 und BRCA2 bindet
Rad51 die einzelstrangige DNA und sucht das Schwesterchromatid nach homologen
Sequenzen ab (Dikomey et al., 2012; Liu & Lu, 2020; Prakash et al., 2015; Zhou &
Parsons, 2020). Hat Rad51 die homologe Sequenz gefunden, wird die fehlende DNA
mittels DNA-Polymerasen vom 3‘-Ende aus synthetisiert und (iber die DNA-Ligase |
verknUpft. Der neue Strang trennt sich von der Donor-Matrize und bindet anschlieRend

an seinen urspringlichen Strang (Dikomey et al., 2016).
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1.4 Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg

Der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/Proteinkinase B (Akt)/mammalian target of
rapamycin (mTOR)-Signalweg ist physiologisch in allen Wirbeltieren vorhanden und
fordert das Wachstum sowie das Uberleben von Zellen (Johnson et al., 2017). Er stellt
beziiglich der Karzinogenese einen entscheidenden Signalweg bei verschiedenen
Tumorentitaten dar (Hsu et al., 2018) und ist bei ca. 62% der HNSCC aktiviert (Iglesias-
Bartolome et al., 2013; Lui et al., 2013).

Die Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges kann Uber verschiedene Stimuli wie
zum Beispiel den EGFR-Rezeptor erfolgen (Ojeda et al., 2011). Aktivierte Rezeptoren
rekrutieren die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (iber das Adapterprotein IRS-1 (insulin
receptor substrate 1) oder Gber regulatorische Untereinheiten (Hemmings & Restuccia,
2012). Die PI3K katalysiert im Folgenden die Reaktion von Phosphatidylinositol-4,4-
bisphosphat (PIP;), einem Protein der Zellmembran, zum second messenger
Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) (Porta et al.,, 2014). PIP3 bindet die
Phosphoinositid-abhangige Kinase-1 (PDK1, phosphoinositide-dependent Kinase-1)
sowie die Proteinkinase B (PKB, Akt) an der Zellmembran (Hemmings & Restuccia, 2012).
Die PDK1 phosphoryliert Akt am Threonin 308, woraufhin Akt partiell aktiviert ist. Durch
eine weitere Phosphorylierung am Serin473 durch mTOR2 im Komplex mit dem Enzym
Rictor (mTORC2) wird Akt vollstandig aktiviert (Hemmings & Restuccia, 2012; Schotz et
al., 2020). Als Antagonist fungiert das Enzym PTEN (phosphtase and tensin homolog),
indem es PIP3 zu PIP2 dephosphoryliert, wodurch die Aktivierung von PDK1 und Akt
unterdriickt wird (Paplomata & O'Regan, 2014).

Akt phosphoryliert im weiteren Signalweg das Tuberosis sclerosis Protein 2 (Tsc2), das
damit seinen inhibitorischen Effekt auf Rheb verliert (Inoki et al., 2003). Rheb kann nun
MTOR mit Raptor im Komplex 1 (mTORC1) aktivieren (Johnson et al., 2017). Der mTORC1
stimuliert das Zellwachstum durch Férderung der Ribosomenbildung sowie der
Proteinsynthese. Er hemmt gleichzeitig auch den Proteinabbau (Johnson et al., 2017).
Akt interagiert weiterhin auch mit verschiedenen Proteinkinasen (DNA-PKcs) und
fordert so deren Phosphorylierung am Serin2056, wodurch vermehrt das NHEJ zur DSB-

Reparatur stattfindet (Toulany et al., 2012).
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1.4.1 Der duale PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235

Als medikamentéser Ansatz in Forschung und klinischen Studien wird NVP-BEZ235
(BEZ235, Dactolisib) angewendet. Dieses ist ein Imidazochinolinderivat, welches den
oben beschriebenen PI3K/Akt/mTOR-Signalweg hemmt, indem es als dualer Inhibitor
die Enzyme PI3K und mTOR blockiert (Luo et al., 2019). Dazu bindet BEZ235 an die
Adenosin-Triphosphat-Bindungsstelle im katalytischen Zentrum der Enzyme (Hsu et al.,
2018).

Flir BEZ235 konnte bereits in vitro gezeigt werden, dass es das Wachstum von soliden
Tumoren wie zum Beispiel Glioblastomen oder Lungentumoren hemmt (Wang et al.,
2013; Xu et al., 2011). In einer Phase-I/Ib-Studie bei Patienten mit soliden Tumoren oder
fortgeschrittenen Mammakarzinomen wurde BEZ235 gegeben, um die maximal
tolerierte Dosis (MTD) zu ermitteln (Rodon et al., 2018). In dieser Studie wurde eine
MTD von 1200 mg pro Tag angegeben. In hoheren Dosisbereichen (> 400 mg) traten
gehauft Diarrhden, Ubelkeit sowie Erbrechen auf (Rodon et al., 2018). Auch Toyoda et
al. konnten in einer Phase-I-Studie bei japanischen Patienten mit soliden Tumoren
zeigen, dass BEZ235 in einer Dosierung von 1400 mg zu Thrombozytopenien Grad 3/4
fihrte, weswegen die Dosis nicht weiter gesteigert wurde (Toyoda et al., 2019)
(NCT01195376).

In einer randomisierten Phase-lI-Studie wurde BEZ235 gegen den mTOR-Inhibitor
Everolimus bei fortgeschrittenen neuroendokrinen Tumoren des Pankreas angewendet
(Salazar et al., 2018) (NCT01628913). Dabei zeigte BEZ235 im Vergleich zu Everolimus
klinisch keine gesteigerte Wirksamkeit. Zu den haufigen Nebenwirkungen unter der
Therapie mit BEZ235 zahlten beispielsweise Diarrh6 (90,3%), Stomatitis (74,2%) und
Ubelkeit (54,8%) (Salazar et al., 2018).
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Abbildung 3: Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg und dessen Inhibition durch BEZ235, Abb. modifiziert nach
Wafmuth (Wafsmuth, 2020)

Wie Schotz et al. aus der Arbeitsgruppe erstmalig zeigen konnten, flhrt die
Vorbehandlung mit BEZ235 bei HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC-Zelllinien zu
einer gesteigerten Strahlensensibilisierung (Schoétz et al., 2020). Diese Sensibilisierung
Iasst sich auf eine Inhibition des NHEJ und damit der DSB-Reparatur zurickfihren. Sie
konnten mittels Immunfluoreszenz zeigen, dass nach Vorbehandlung mit BEZ235 und
anschlieBender RT mehr residuale DSB in der G1-Phase vorhanden waren. So fand sich
in der G1-Phase auch die starkste Strahlensensibilisierung, da in dieser Phase die
meisten DSB-Reparaturen durch das NHEJ bewerkstelligt werden (Schétz et al., 2020).
Die radiosensibilisierende Wirkung von BEZ235 konnte auch an anderen Tumorentitdten
beobachtet werden, darunter Glioblastome, Lungen- sowie Mammakarzinome (Kuger

et al., 2014; Wang et al., 2013; Xu et al., 2011).
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In unserer Publikation haben wir fir verschiedene HNSCC-Zelllinien die IC50-
Konzentrationen (mittlere inhibitorische Konzentration) von Cisplatin bestimmt. Bei
bekannter IC50 wurde jede Zelllinie mit BEZ235 50 nM vorbehandelt. Wir konnten
zeigen, dass die Cisplatinempfindlichkeit der HPV-positiven HNSCC-Zelllinien bei
Vorbehandlung mit BEZ235 gesteigert werden kann (Abb. 4) (Subtil et al., 2022). Dies
lieR sich bei den HPV-negativen Zelllinien hingegen nicht beobachten. Sie zeigten ein
unverdndertes zelluldres Uberleben im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit der
jeweiligen IC50 von Cisplatin. Eine Ausnahme bildet die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-
11b, welche sensibel auf die Kombination aus BEZ235 und Cisplatin reagiert (Subtil et
al., 2022). Ein moglicher Ansatzpunkt flr eine Therapiedeeskalation ware demnach, die
HPV-negativen HNSCC-Zelllinien fur die Kombination aus BEZ235 und Cisplatin zu

sensibilisieren, um so das nebenwirkungsreiche Cisplatin einzusparen.
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Abbildung 4: Effekt von Cisplatin nach Vorbehandlung mit und ohne BEZ235 bei HPV-negativen und HPV-
positiven HNSCC-Zelllinien (Subtil et al., 2022)

Dargestellt sind die Uberlebensfraktion (Cell survival) von HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC-
Zelllinien im Koloniebildungstest nach Behandlung mit Cisplatin (CDDP) oder der Kombination aus BEZ235
(BEZ) und Cisplatin. Als Konzentration des Cisplatins wurden die von Subtil et. al ermittelten IC50-Werte
verwendet. Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte *+ Standardabweichung, n >3, * P = 0,05.
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1.5 Fragestellungen und Zielsetzung

Die starken Nebenwirkungen unter der Therapie sowie die unterschiedliche Prognose

der HPV-negativen HNSCC im Vergleich zu den HPV-positiven HNSCC machen eine

Optimierung der Therapie notwendig. Wegweisend konnte die Hemmung der

homologen Rekombination bei den HPV-negativen HNSCC sein, um so einen wichtigen

Reparaturweg fur DSB auszuschalten. Sollte sich weiterhin zeigen, dass der Einsatz von

BEZ235 in Kombination mit Cisplatin und einer Photonenstrahlung zu einer signifikanten

Hemmung des zelluldren Uberlebens fiihrt, kénnte dies eine Deeskalation der Therapie

von HNSCC-Tumoren hinsichtlich einer geringeren Dosis an Cisplatin ermdglichen und

damit zu einer Reduktion der Nebenwirkungen fiihren.

Folgende Fragestellungen sollten im Einzelnen beantwortet werden:

1.
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Gibt es Unterschiede beziglich der Cisplatinempfindlichkeit im zelluldren
Uberleben von verschiedenen HPV-negativen und -positiven HNSCC-Zelllinien?
Lasst sich mittels siRNA-Technik Rad51 (ein wichtiges Reparaturprotein der
homologen Rekombination) in verschiedenen HPV-negativen und -positiven
HNSCC-Zelllinien zuverlassig herabregulieren?

Beeinflusst die Hemmung von Rad51 die Cisplatinempfindlichkeit im zelluldren
Uberleben von verschiedenen HPV-negativen und -positiven HNSCC-Zelllinien?
Wie beeinflusst die Vorbehandlung mit BEZ235 das zellulire Uberleben
mit/ohne Rad51-Hemmung in verschiedenen HPV-negativen und -positiven
HNSCC-Zelllinien?

Wie beeinflusst die Vorbehandlung mit BEZ235 mit/ohne Rad51-Hemmung in
Kombination mit Cisplatin und/oder einer Photonenbestrahlung das zelluldre

Uberleben in verschiedenen HPV-negativen und -positiven HNSCC-Zelllinien?



2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Tabelle 1: Alphabetische Auflistung der verwendeten Gerdite

Material und Methoden

Gerat

Modell

Hersteller

Blotkammer

Trans-Blot® Turbo™ Transfer

System

BD Bioscience,

Erembodegem, Belgien

Chemiluminescence-Imager

ChemiDoc™ Imaging-System

Bio-Rad, Kalifornien, USA

CO;-Inkubator HERAcell 240i Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

COy-Inkubator INC 153 Memmert GmbH und Co.
KG, Schwabach, Deutschland

Feinwaage Summit SI-64 Denver Instrument Inc.,

Denver, CO, USA

Gelkammer fur Western Blot

Mini-PROTEAN® Tetra

System

Bio-Rad, Kalifornien, USA

Heizblock

ThermoCell CHB-202

Hangzhou Bioer Technology

Co. Ltd., Hangzhou, China

Kippschittler

Duomax 1030

Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG, Schwabach,

Deutschland

Kolbenhubpipette blau

Reference 100-1000 pL

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Kolbenhubpipette gelb

Reference 10-100 plL

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Kolbenhubpipette grau

Research 0.1-2.5 pL

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Kolbenhubpipette weild

Reference 0.5-10 uL

Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Kombi-Kiihlschrank (4 °C/-20
OC)

Liebherr Comfort

Liebherr AG, Bulle, Schweiz

Kihlschrank

Liebherr Mediline

Liebherr AG, Bulle, Schweiz
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Kurzzeitmesser TR118 Carl Roth GmbH + Co. KG,
Darmstadt, Deutschland
Leuchtpult 6E Rex Leuchtplatten, Blaustein,
Deutschland
Magnetrihrer MIX 1 eco 2mag AG, Miinchen,
Deutschland
Magnetriihrstabchen D-6010 OHAUS Europe GmbH,
Nanikon, Schweiz
Mikroskop | Routine Zellkulturmikroskop ~ Olympus, Hamburg,
CKX41 Deutschland
Mikroskop Il EVOS XL Core Thermo Fisher Scientific Inc.,
Bildgebungssystem Waltham, MA, USA
Mikroskop Il Routine Zellkulturmikroskop  Carl Zeiss AG, Oberkochen,
ICM 405 Deutschland
pH-Meter LE409 Mettler Toledo, CO, USA
Pipettierhilfe PIPETBOY INTEGRA Biosciences

Deutschland GmbH,

Biebertal, Deutschland

Pipettierhilfe

accu-jet® pro

BRAND GmbH + Co. KG,

Wertheim, Deutschland

Pipettierhilfe

pipetus® 100-240

Hirschmann Laborgerate
GmbH & Co. KG, Eberstadt,

Deutschland

Rollenmischer RS-TRO5 Phoenix Instrument GmbH,
Garbsen, Deutschland
Rontgenbestrahlungsanlage  X-Rad 320X Precision X-Ray Inc., North

Branford, CT, USA

Spritzflasche Weith.-Spritzflasche 500ml Th. Geyer
LDPE
Sterilbank HERASAFE KS 12 Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA

Tiefkihlschrank -20 °C

Mediline LKPv 6520,

Liebherr Premium

Liebherr AG, Bulle, Schweiz

Tiefkihlschrank -80 °C

HERAFreeze Typ HFU 586

Basic

Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA
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Universalzentrifuge Heraeus MEGAFUGE 16R Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA

Vakuumpumpe neolab Migge GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Vertikaler Standautoklav V-65 Systec GmbH, Linden,

Deutschland

Vortex-Schuttler Vortex-Genie 2 Scientific Industries Inc.,

Bohemia, NY, USA

Warmebad Thermo Fisher Scientific Inc.,

Waltham, MA, USA

Zahlkammer Neubauer-improved Paul Marienfeld GmbH & Co.
KG, Lauda-Konigshofen,

Deutschland

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Alphabetische Auflistung der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien, Reagenz Hersteller
Ammoniumpersulfat (APS) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Bromphenolblau Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

cis-Diammindichloridoplatin Zytostatikaabteilung, Universitatsklinikum
(CDDP/Cisplatin) GieRen und Marburg GmbH, Marburg,

Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Dulbeccos Modified Eagle Medium (DMEM)  Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
(1x) + GlutaMax™-I USA

Dulbeccos Phosphate Buffered Saline (DPBS)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol (reinst) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Ethanol (vergallt mit MEK) Otto Fischar GmbH und Co. KG, Saarbriicken,
Deutschland
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Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,

Deutschland

Formaldehydldsung 37 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Glycerin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Igepal (NP-40)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Isopropanol/2-Propanol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Kit Trans Blot Turbo: 5x Transfer Buffer

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Kalifornien, USA

Kristallviolett

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Lipofectamin 2000

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,

USA

Luminol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Methanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natrium-Deoxycholat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Natriumchlorid (NaCl)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Natriumorthovanadat

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
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Nicht-essentielle Aminosdauren, MEM NEAA

(100x)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,

USA

NVP-BEZ235 (BEZ235, Dactolisib)

Selleckchem, Miinchen, Deutschland

Opti-MEM (1X) + GlutaMAX

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,

USA

PageRuler Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA,
USA

para-Hydroxycumarinsaure

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Penicillin-Streptomycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Phosphat gepufferte Salzlésung (PBS)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail (PIC)

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

RPMI-1640 Medium (1X)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Salzsdure rauchend (HCl) 37 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Stable Glutamin (200mM)

Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund,

Deutschland

terralin® liquid

Schiilke & Mayr GmbH, Norderstadt,
Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris-)-

Base

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Tris-HCI

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland

Trypsin-EDTA Solution

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,
Deutschland
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Tween 20

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

Wasser Ampuwa (ddH,0)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad

Homburg, Deutschland

Wasser destilliert klein (dH;0)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

Wasserstoffperoxid H,0> (35 wt% Losung in

Wasser)

Acros Organics, Thermo Fisher Scientific,

Geel, Belgien

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen,

Deutschland

2.1.3 Standardlésungen, Medien und Puffer

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Standardlésungen, Medien und Puffer

Puffer

PBS

137 mM NacCl

2,7 mM KCl

8 mM Na;HPO4

1,5 mM KH4POg4; pH 7,4

RIPA-Lysepuffer

(Radioimmunprazipitationspuffer)

790 mg Tris-base

900 mg NaCl

in 75 mL ddH,0 l6sen und pH auf 7,4
einstellen

10 mL 10% Igepal

2,5 mL 10% Natrium-Deoxycholat (1 g auf 10
mL ddH,0)

1 mL 100 mM EDTA

auf 100 mL ddH,0 auffillen

Zellkulturmedium

DMEM Medium
+50 mL 10% FCS
+5mL 1% P/S
FCS 10%
RPMI Medium

50 mL 10% FCS
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5mL1% P/S
5 mL 1% NEAA
5mL 1% S-Glu

Trypin-EDTA-Solution

Opti-MEM (1x) GlutaMAX

Western Blot

0,1% Tween

DPBS mit 0,1% Tween 20

10% Ammoniumpersulfat

100 mg APS
in 1 mL ddH,0 I6sen
bei -20 °C als Aliquots (200 pL) lagern

10x Laufpuffer

30,3 g Tris-base

144 g Glycin

10 g SDS

auf 1 L mit ddH,0 auffillen

10x Tris-gepufferte Salz-Lésung (TBS)

24,2 g Tris-base

87,6 g NaCl

900 mL ddH,0

mit 15 mL 37% HCl, pH 7,2-7,4
auf 1 L mit ddH,0 auffillen

1x Laufpuffer

100 mL 10x Laufpuffer mit 900 mL VE-

Wasser

3% BSA

3% BSA in DPBS

4x Laemmli (Probenpuffer)

2,4 mL Tris-HCI (pH 6,8)

4 mL 10% Gylcerol

0,8 g SDS (8%)

1,0 mL B-Mercaptoethanol

2,8 mL ddH,0

1 Tr. gesattigte 0,03% Bromphenolblau-

Losung hinzugeben

5% Milch

5% Milchpulver in TBS-T I6sen

Blockingpuffer

3% BSA in TBS-T l6sen

ECL Solution A

200 mL 0,1 M Tris-HCI (pH 8,6)
+ 50 mg Luminol

bei 4 °C lagern

ECL Solution B

11 mg para-Hydroxycumarinsaure
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in 10 mL DMSO losen

ECL-Reagenz

8 mL Solution A
+4 U.L H,0;
+ 800 pL Solution B

Sammelgel (10%) fur 2 Gele

3,05 mL ddH,0

0,65 mL Rotiphorese 30
1,25 mL Sammelgelpuffer
0,05 mL 10% SDS

25 uL 10% APS

5 uL TEMED

Sammelgelpuffer (Tris-HCI 0,5 M; pH 6,8)

6,1 g Tris-base

in 80 mL ddH,0 auflésen

mit 5 mL 37% HCI pH auf 6,8 einstellen
auf 100 mL mit dH,O0 auffillen

bei 4 °C lagern

SDS

10% in ddH,0

TBS-T

100 mL 10x TBS
900 mL ddH,0
1 mL Tween 20

1x Transferpuffer flr Trans-Blot® Turbo

Transfer System

200 mL 5x Turbo-Transfer Puffer
600 mL ddH,0
200 mL Ethanol (reinst)

Trenngel (10%) fur 2 Gele

4,1 mL ddH0

3,3 mL Rotiphorese 30
2,5 mL Trenngelpuffer
0,1 mL 10% SDS

75 pL 10% APS

7,5 uL TEMED

Trenngelpuffer (Tris-HCI 1,5 M; pH 8,8)

90,89 g Tris-base

in 450 mL ddH,0 l6sen

mit 4,5 mL 37% HCL pH auf 8,8 einstellen
auf 500 mL mit ddH20 auffillen

bei 4 °C lagern

Koloniebildungstest

Farbeldsung Kristallviolett/Formaldehyd

0,1% Kristallviolett
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10% Formalaldehyd 37%
in 270 mL ddH,0

auf 1 L mit VE-Wasser auffillen

2.1.4  Primar- und Sekundarantikorper fir den Western Blot

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Primdr- und Sekunddrantikérper

Name Spezies Bestellnummer  Verdiinnung Hersteller

Primarantikérper

Rad51 Kaninchen ab133534 1:10.000 Abcam plc,
Cambridge, UK

B-Aktin Maus A2228 1:4000 Sigma-Aldrich
Chemie GmbH,
Taufkirchen,

Deutschland

a-Tubulin Kaninchen sc-32293 1:2000 Santa Cruz

Biotechnology,

Germany
Sekundarantikorper
Goat anti rabbit- Ziege AP308P 1:5000 Millipore
HRP Corporation,

Temecula, CA,

USA
Goat anti mouse- Ziege AP132P 1:5000 Millipore
HRP Corporation,

Temecula, CA,

USA
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2.1.5 siRNA

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten siRNA

siRNA Sequenz (5‘-3°) Konzentration Hersteller
Rad51
ON-TARGETplus J-003530-09: 20 nmol Horizon Discovery
Human Rad51 siRNA - UAUCAUCGCCCAUGCAUCA Group,
SMARTpool J-003530-10: Cambridge, UK
CUAAUCAGGUGGUAGCUCA
J-003530-11:
GCAGUGAUGUCCUGGAUAA
J-003530-12:
CCAACGAUGUGAAGAAAUU
Non-Target
ON-TARGETplus Non- D-001810-01: 20 nmol Horizon Discovery
targeting Pool UGGUUUACAUGUCGACUAA Group,
D-001810-02: Cambridge, UK
UGGUUUACAUGUUUUCUGA
D-001810-03:
UGGUUUACAUGUUGUGUGA
D-001810-04:
UGGUUUACAUGUUUUCCUA

2.1.6  HNSCC-Zelllinien

Samtliche Zelllinien wurden am Helmholz-Zentrum in Minchen mittels short tandem
analysis unter Verwendung des GenePrint 10 kits (Promega, Mannheim, Deutschland)
und der GeneMapper 5.0 Software authentifiziert und Uberprift. Die daraus
resultierenden Daten wurden mit den Expasy- und DMSZ-Datenbanken verglichen (Dirks
et al., 2010). Auch wurden sie regelmaRig im Labor auf eine mogliche Kontamination mit

Mycoplasmen untersucht.
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Tabelle 6: Auflistung der verwendeten HNSCC-Zelllinien

HPV-negativ
Zelllinie Loka- Alter/ p53- TNM Grading Therapie Labor
lisation Geschlecht Status
Cal-33 Zunge 69/m mut u.b. u.b. )] CAL
(R175H)
UM-SCC- Larynx 65/m mut T2N2.Mo u.b. Ch UM
11b (C2425)
UM-SCC-3 Nase 73/w mut T1N1Mg G3 1) UM
(R248Q)
HPV-positiv
UM-SCC-47  Zunge 53/m wt T3N:1Mo G1-G2 u.b. Uum
UD-SCC-2 Hypo- 58/m wt TiN3sMo G3 u.b. ubD

pharynx

m: mannlich; w: weiblich; u.b.: unbekannt; @: keine Therapie; wt: p53-Wildtyp; mut: p53 mutiert; Ch:
Chemotherapie; CAL: Centre Antoine Lacassagne, Frankreich; UM: Dr. Thomas E. Carey, University of

Michigan, USA; UD: Dr. Thomas Hoffmann, Universitat Disseldorf, Deutschland

2.1.7 Software

Tabelle 7: Alphabetische Auflistung der verwendeten Software

Software Firma

Adobe Acrobat Reader DC Adobe Inc., San José, CA, USA

EndNote 20 Clarivate Analytics, Philadelphia, PA, USA
GraphPad Prism 9.0 GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA
Image Lab Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,

Deutschland

Intas Imaging Intas Science Imaging Instruments GmbH,

Gottingen, Deutschland

Microsoft Office Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

pubmed National Center for Biotechnology

Information, Bethesda, MD, USA

Quantity One Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,

Deutschland
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2.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8: Alphabetische Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialen

Material

Hersteller

6 cm Petrischalen

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

6-well Platten

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Deckglaschen 15 mm Durchmesser

VWR International GmbH, Radnor, PA, USA

Gelloader Pipettenspitzen

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

Pasteurpipetten

Lab Logistics Group GmbH, Meckenheim,

Deutschland

Pipettenspitzen 10 uL, 20 uL, 200 pL, 1000

uL

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Reagiergefdlle 0,5 mL, 1 mL, 2 mL, 5 mL

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

Serologische Pipetten 5 mL, 10 mL, 25 mL,
50 mL

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Trans-Blot® Turbo™ RTA Mini PVDF Transfer
Kit

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,

Kalifornien, USA

Zellkulturflaschen T25 (25 cm?), T75 (75
cm?), T175 (175 cm?)

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht,

Deutschland

Zellschaber

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,

Deutschland

Zentrifugenréhrchen (15 mL, 50 mL)

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Versuchsablauf

Gemal Abbildung 5 wurden die Zellen zunachst auf 6-well Platten ausgesat (D-1), um
sie am nachsten Tag zu transfizieren (D0O). Es erfolgte nach 24 h die Aussaat flr den
Koloniebildungstest, welcher wiederum 24 h im Inkubator gelagert wurde, um alle
Zellen adharent werden zu lassen (D1). An Tag 2 (D2) wurden die Zellen in
unterschiedlichen Kombinationen mit Cisplatin, BEZ235 und einer Bestrahlung im

Dosisbereich von 2 Gy behandelt.

D-1
Aussaat fir Farben und
Transfektion Fixieren
16 h
7-21d
Adharenz der Zellen
DO D3
Transfektion Mediumswechsel
4h 24 h
Do D1 D2
24 h 24 h
Mediumswechsel — Aussaat fiir - Behandlung
Koloniebildungstest :dh;fi-'lnz CDDP/BEZ235/IR
er Zellen

Abbildung 5: Schematischer Aufbau des Koloniebildungstests

CDDP: cis-Diammindichloridoplatin/Cisplatin; IR: irradiation, Bestrahlung
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2.2.2  Zellkultur

Séamtliche Zelllinien wurden entweder in DMEM (Cal-33) oder RPMI-Medium (UM-SCC-
3, UM-SCC-11b, UM-SCC-47, UD-SCC-2) kultiviert. Als Zusatz gibt man zu dem DMEM 1%
Penicillin/Streptomycin sowie 10% FCS. Bei dem RPMI-Medium sind folgende Zusatze
notwendig: 1% Penicillin/Streptomycin, 1% stabiles Glutamin, 10% FCS und 1% NEAA
(DMEM und RPMI-Medium werden im Folgenden als Vollmedium bezeichnet). Dabei
befanden sich die Zelllinien in Zellkulturflaschen mit einer Fliache von 75 cm? (T75) oder
175 cm? (T175). Sie wurden bei einem Partialdruck von 5% (RPMI) bzw. 7,5% (DMEM)
CO; sowie einer Temperatur von 37 °C im Inkubator unter lichtarmen Bedingungen
gelagert.

Mit jeder Zelllinie wurde steril unter der Sterilwerkbank gearbeitet, welche vor jeder
Benutzung griindlich mit 70% Ethanol und Terralin liquid gereinigt wurde. Auch wurde
jede Zelllinie einzeln unter der Sterilwerkbank behandelt, um so etwaige
Kontaminationen mit anderen Zelllinien zu verhindern. Nach dem Arbeiten mit einer
Zelllinie wurde die Sterilwerkbank stets mit 70% Ethanol gereinigt, bevor mit der
nachsten Zelllinie gearbeitet wurde.

In regelmaBigen Abstanden wurde das verbrauchte Vollmedium aus der
Zellkulturflasche abgesaugt und frisches, auf 37 °C vorgewdrmtes Vollmedium
hinzugegeben, um ein optimales Angebot an Nahrstoffen zu gewahrleisten.

Erreichten die Zelllinien in der Zellkulturflasche eine Konfluenz von 80-90%, wurden sie
in einem angemessenen Verhaltnis gesplittet. Dafilir saugte man das verbrauchte
Vollmedium ab und wusch Reste des Vollmediums zundchst mit PBS ab, da diese die
Wirkung des nachfolgenden Trypsins hemmten. Das PBS wurde ebenfalls abgesaugt und
das Trypsin wurde zum Ablosen der adhdrenten Zellen hinzugegeben. Die
Zellkulturflaschen wurden samt dem Trypsin flir 5-10 Minuten (min) je nach Zelllinie
zurilick in den Inkubator gestellt. Unter vorsichtigem Klopfen und Betrachtung unter dem
Mikroskop wurde sichergestellt, dass sich alle Zellen vom Boden der Zellkulturflasche
nach dem Einwirken des Trypsins geldst haben. Zu dem Trypsin gab man im Folgenden
mindestens die gleiche Menge an Vollmedium, um die Wirkung des Trypsins zu
hemmen. Je nach Zelllinie, deren Wachstumsverhalten sowie ZellgréR3e splittete man sie

dann in einem Verhaltnis von 1:2 bis 1:10. Die Zelllinien hatten dann eine Konfluenz von
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circa 10-20% und konnten sich erneut teilen, bis sie wieder gesplittet wurden. Dies
geschah bis Passage zehn, danach wurden die Zelllinien verworfen.

Fir die Versuche wurden nur Zelllinien verwendet, die eine Konfluenz von 60-80%
hatten, morphologisch gut aussahen und deren Passage unter zehn lag. Die Zellen
wurden flr die Versuche nach dem oben beschriebenen Verfahren abgeldst und in ein
Zentrifugenréhrchen gegeben. Dieses wurde dann in der Universalzentrifuge bei 300 g
fir 5 min zentrifugiert. Am Boden des Zentrifugenréhrchens bildete sich ein Zellpellet,
der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet wurde in 10 mL Vollmedium
resuspendiert. Von dieser Resuspension wurden 10 plL in eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben, liber welcher ein Deckgldaschen positioniert wurde. AnschlieBend wurde die

Anzahl der Zellen pro Milliliter entsprechend der Formel 1 ermittelt.

Anzahl der Zellen in den 4 Zahlquadraten 1

Zellen/ml = 2

Formel 1

2.2.3 siRNA-Transfektion

Um das Zielprotein Rad51 in den Zelllinien Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3, UM-SCC-47
und UD-SCC-2 zu einem bestimmten Zeitpunkt auszuschalten, wurde die Methode der
siRNA-Transfektion mit Lipofectamin 2000 (Lipofectamin, Lipo) verwendet.

Eine siRNA ist eine sogenannte small interfering RNA, welche 17 bis 25 Nukleotide lang
ist und als nicht-codierende RNA in dem sog. RNA-induzierten Silencing-Komplex (RISC)
an die Target-mRNA bindet (Han, 2018; Netzker, 2022). Daraufhin wird diese mRNA,
welche in diesem Versuch fiir das Protein Rad51 kodiert, degradiert, sodass das
entsprechende Protein nicht translatiert wird (sogenannte RNA-Interferenz) (Han, 2018;
Netzker, 2022). Der Hersteller Dharmacon nutzt dabei ein Verfahren, um vier ideale
unterschiedliche siRNA-Sequenzen herzustellen, was zu einer optimalen Degradierung
der mRNA fir Rad51 fihrt (Horizon Discovery Group, o.D.). Als Kontroll- und
Vergleichsbedingung wurde simultan zu dem Ansatz mit der Rad51-siRNA ein zweiter
Ansatz mit einer Non-Target (NT)-siRNA durchgefiihrt. Diese hat keine codierende

mRNA als Zielsequenz und reguliert keine Proteine herab (Han, 2018).
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Um die siRNA in die Zelle zu transportieren, wurde als Transfektionsreagenz
Lipofectamin 2000 verwendet. Das Lipofectamin 2000 bindet dazu die siRNA und
schleust diese Gber den Mechanismus der Lipofektion in die Zelle ein (Dana et al., 2017;
Mo et al., 2012).

Je nach Zelllinie wurde eine unterschiedliche Konzentration sowohl an siRNA als auch an
Lipofectamin 2000 verwendet. Das Lipofectamin 2000 wurde nach Herstellerangaben in
2-5 pL angewendet. Auch wurde zelllinienabhdngig eine unterschiedliche Anzahl an
Zellen fur die Transfektion ausgesat (Tabelle 9). Das folgende Protokoll umfasst

allgemein die Schritte der Transfektion und gilt flr alle verwendeten Zelllinien.

Tabelle 9: Anzahl der ausgeséten Zellen pro 9,6 cm? fiir die Transfektion

Zelllinie Zellzahl pro 9,6 cm? in 2 mL Medium
Cal-33 1x10°

UM-SCC-11b 1,2x 10°

UM-SCC-3 1,2x10°

UM-SCC-47 1x10°

UD-SCC-2 2,5x10°

Einen Tag vor der Transfektion (D-1) wurden die Zellen in 2 mL Antibiotika-freiem
Medium in einer 6-well Platte ausgesat, sodass nach 16 h Adharenz-Zeit im Inkubator
eine Konfluenz der Zellen von circa 60-80% vorlag.

Am Tag der Transfektion (DO) wurde zunachst die NT- und Rad51-siRNA 20 min vor dem
Versuch auf Eis aufgetaut. Als Transfektionsmedium wurde OptiMEM (1x) GlutaMAX
verwendet. Vor der Benutzung des Lipofectamins 2000, wurde dieses gevortext.
Zunachst wurden drei Reaktionsansdtze angesetzt. Zusammen mit dem OptiMEM
wurde je nach bendétigter Konzentration das Lipofectamin 2000 gemischt. Ebenso wurde
in zwei anderen ReagenzgefdBen die Rad51-siRNA und NT-siRNA mit OptiMEM
vermischt. Diese drei Ansatze wurden kurz gevortext und fiir 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Im darauffolgenden Schritt wurde der Mastermix angefertigt: Ein Teil des
Ansatzes mit dem Lipofectamin 2000 wurde zu gleichen Teilen mit den Ansatzen der
Rad51- und NT-siRNA gemischt. Zusammenfassend wurden so zwei Mastermix

angefertigt, einer mit Rad51-siRNA und parallel dazu derselbe Ansatz mit der NT-siRNA.
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Beide Mastermix wurden kurz anzentrifugiert und 20 min lang bei Raumtemperatur
inkubiert.

In der Zwischenzweit wurde das Antibiotika-freie Medium der 6-well Platten abgesaugt
und jedes Well wurde mit 2 mL OptiMEM gewaschen. AnschlieBend wurden pro Well
500 pL OptiMEM pipettiert. Nach der Inkubationszeit wurden zu diesen 500 ulL
OptiMEM die 500 uL des jeweiligen Mastermix Tropfen fir Tropfen langsam pipettiert,
sodass sich ein Gesamttransfektionsvolumen von 1 mL ergab. Das Transfektionsmedium
wurde fir insgesamt 4 h im Inkubator auf den 6-well Platten belassen, anschlieBend
abgesaugt und pro Well wurden 2 mL Vollmedium pipettiert.

Am Tag darauf (D1) fand die Aussaat des Koloniebildungstests statt (Kapitel 2.2.4).

Die Hemmung von Rad51 sowie die Kontrolle der NT-siRNA, bei der Rad51 keine
Hemmung erfahren hat, wurden auf Proteinebene mittels Western Blot nachgewiesen.
Zuvor wurden dafiir Proteinlysate am Tag der Behandlung (D2) generiert (Kapitel

2.2.6.1).

2.2.4 Koloniebildungstest

Der Koloniebildungstest ist ein Verfahren, um das zellulire Uberleben und die
Teilungsfahigkeit von Zellen nach einer Behandlung zu tGberprifen (Franken et al., 2006).
Dazu wurden die Zellen, welche sich nach der Transfektion 24 h auf den 6-well Platten
befanden, zunachst abgeldst. Sie wurden dann ins Zentrifugenréhrchen Ulberfihrt,
abzentrifugiert, der Uberstand abgesaugt, das Zellpellet in Vollmedium geldst sowie
resuspendiert und anschlieRend mittels Neubauer-Zahlkammer gezahlt. Pro Petrischale
wurden 600 Zellen in 3 mL Vollmedium ausgesat.

Diese wurden dann fiir 24 h in den Inkubator gestellt, ehe sie am ndachsten Tag behandelt
wurden. Wiederum 24 h nach der Behandlung wurde das Medium abgesaugt und pro
Petrischale wurden je 2 mL Vollmedium pipettiert. Die Koloniebildungstests lagerten 7-
21 Tage abhangig von der jeweiligen Zelllinie im Inkubator.

In regelmaRigen Abstinden wurden dabei die Kolonien unter dem Mikroskop
beobachtet und bei entsprechender GrofRe der Kolonien wurde zunadchst das
Vollmedium der Koloniebildungstests abgesaugt, mit 1x PBS gewaschen und

anschlieend mittels 10% Formaldehyd mit 0,1% Kristallviolett fiir 10 bis 20 min bei
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Raumtemperatur fixiert und gefarbt. Im Anschluss wurde die tiberschiissige Farbelosung
vorsichtig mit VE-Wasser abgewaschen und die Koloniebildungstests wurden fiir ein bis
zwei Tage zum Trocknen ausgelegt.

Als finalen Schritt konnte man die Kolonien so unter zur Hilfenahme des Leuchtpultes
und des EVOS XL Core Mikroskops manuell zdhlen. Eine Kolonie ist dabei definiert als

eine Population aus mindestens 50 Tochterzellen.

Durch Z&hlen der nichtbehandelten Petrischalen konnte so zunachst die

Plattierungseffizienz (PE) gemaR der Formel 2 berechnet werden.

_ Anzahl der Kolonien

ausgesate Zellen

Formel 2

Mittels der errechneten Plattierungseffizienz konnte so schlieBlich die Uberlebensrate
(survival fraction - SF) mittels der Formel 3 fiir jede Kondition bestimmt werden. Dabei
wird die PE der jeweiligen behandelten Probe durch die PE der jeweiligen
Kontrollgruppe geteilt. Die SF der behandelten Proben wurden zu der PE der
korrespondierenden Kontrolle normiert, um die Effekte der verschiedenen Therapien,
wie z.B. den Cisplatin- oder Bestrahlungseffekt, darzustellen. So wurde beispielsweise

die SF der bestrahlten Probe zu der PE der jeweiligen Probe ohne Bestrahlung normiert.

PEbehandelt

SF =
PEKontrollgruppe

Formel 3
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2.2.5 Behandlung

2.2.5.1 Cisplatin

Die Behandlung mit Cisplatin (cis-Diammindichloridoplatin, CDDP; MW: 300,05 g/mol)
erfolgte 24 h nach Aussaat des Koloniebildungstests. Das Cisplatin wurde mit einem
Volumen von 1 mL von der Zytostatikazubereitung des Universitatsklinikums Marburg
bereitgestellt und hatte eine Stockkonzentration von 1 mg/mL. Sowohl die Lagerung als
auch die Arbeit mit dem Cisplatin unter der Sterilwerkbank fanden unter Lichtschutz
statt, da dieses lichtsensibel ist und die Wirkung unter zu viel Lichteinfluss abgeschwacht
werden kann (Abe et al., 2020).

Durch Verdiinnung der Stocklésung mit ddH,0 wurde eine Zwischenverdliinnung
generiert, aus welcher mittels Vollmedium die verschiedenen Konzentrationen von 0,05
bis 1 uM Cisplatin in ReagenzgefalRen hergestellt wurden. Diese Gebrauchslésung wurde
direkt in die Petrischalen zu den Zellen gegeben. Jede Petrischale beinhaltete ein
Gesamtvolumen von 4 mL. Das Cisplatin wurde nach 24 h durch einen Mediumwechsel

entfernt.

2.2.5.2 NVP-BEZ235

Der duale PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 (BEZ235, Dactolisib; MW: 469,55 g/mol)
wurde bei -80 °C im Tiefkihlschrank in 500 uM Stocklésung mit einem Volumen von 1
mL gelagert und ist vollstéandig in Dimethylsulfoxid (DMSO) geldst. Vor der Benutzung
musste BEZ235 bei Raumtemperatur flr ca. 30 min auftauen.

Durch Verdiinnung der Stocklosung mit Vollmedium wurde eine Gebrauchslésung von
50 nM stets frisch hergestellt. Diese Gebrauchslésung wurde direkt in die Petrischalen
zu den Zellen gegeben. Jede Petrischale beinhaltete ein Gesamtvolumen von 4 mL.
BEZ235 wurde 2 h vor Cisplatingabe bzw. Bestrahlung zu den Zellen gegeben und 26 h
spater durch einen Mediumswechsel entfernt.

Analog zur Herstellung des BEZ235 wurde DMSO in derselben Konzentration von 50 nM
als Kontrolle angesetzt. BEZ235 ist in DMSO geldst, was als solches eine zytotoxische
Substanz darstellt (de Abreu Costa et al.,, 2017). Um den tatsachlichen BEZ-Effekt zu
ermitteln, ist es daher notwendig, parallel samtliche Konditionen mit DMSO

anzufertigen, damit man die Wirkung des DMSO auf die Zellen beurteilen kann.
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2.2.5.3 Bestrahlung

Die Bestrahlung mit Photonen wurde an der Core Facility: Rontgenbestrahlungsanlage
der Philipps-Universitat Marburg, Leitung Frau Prof. Dr. Rita Engenhart-Cabillic,
durchgeflhrt. Fir die Bestrahlung wurde eine X-RAD 320iX Rontgenréhre verwendet.
Als physikalische Dosis wurden 2 Gy verwendet. Die Dosisrate betrug dabei 1,2 Gy/min
(bei 8 mA) mit 320 kV Beschleunigungsspannung. Die Petrischalen wurden auf einer 3
cm dicken Polymethylmethacrylat (PMMA)-Platte, welche als Riickstreukorper diente,
gelagert und in einem Fokus-Objekt-Abstand von 60 cm platziert. Zur Filterung
niedrigenergetischer Strahlung wurde ein Thorausfilter (0,5 mm Kupfer + 0,5 mm
Aluminium) verwendet.

Vor Beginn der Versuche wurden von Medizinphysikern der Klinik fiir Strahlentherapie
und Radioonkologie Absolutdosimetrien durchgefiihrt, um etwaige Dosisabweichungen

auszuschlieRen.

2.2.6  Western Blot

2.2.6.1 Herstellung der Proteinlysate

Im Rahmen der Etablierung der siRNA-Transfektion wurde an den Tagen D1 bis D3 nach
der Transfektion die Proteinlysate fiir den Western Blot gewonnen, fir die Dosistitration
sind alle Proteinlysate an Tag 2 generiert worden.

Nach der erfolgreichen Etablierung sind die Proteinlysate fiir die Versuche am Tag der
Behandlung (D2) hergestellt worden (Abb. 5). Dies fand unmittelbar im Anschluss an die
Behandlung statt, um so die Herabregulation von Rad51 zum Zeitpunkt der Behandlung
festzuhalten.

Um ein Proteinlysat zu generieren, bedarf es zuvor der Herstellung des RIPA-
Lysepuffers. Dieser setzt sich zusammen aus 485 uL RIPA-Lysepuffer mit jeweils 1% der
Proteaseinhibitoren PMSF, PIC und Natriumorthovanadat (Tabelle 3). Die 6-well Platte
wurde im Folgenden auf Eis gestellt, das Vollmedium abgesaugt und jedes Well zunachst
mit circa 2 mL 1x PBS gewaschen. Danach wurde je nach Zelldichte der RIPA-Lysepuffer
in einer Menge von 80 bis 120 uL hinzugeben und die Zellen mittels Zellschaber in den

RIPA-Lysepuffer geschabt. Dieses Lysegemisch wurde in ein Reagenzgefald transferiert
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und im Tiefkthlschrank bei -80 °C zur thermischen Lyse fiir mindestens 24 h gelagert,

ehe man die Proteinlysate fir den Western Blot verwenden konnte.

2.2.6.2 GielRen der Gele

Zum GielRen der Gele wurden zwei Glasplatten, welche zuvor mit 70% Ethanol gereinigt
wurden, am Rand mit Silikon bestrichen und zusammengesetzt. Fur die Fixierung
wurden sie in die Racks gestellt und diese Racks sogleich im GieRstander befestigt.
Zuerst goss man das 10%ige Trenngel. Dieses setzte man in einem Zentrifugenréhrchen
unter dem Abzug gemal} Tabelle 3 an. Nach kurzem Invertieren wurde es mit einer
Pipettierhilfe in die Glasplatten luftblasenfrei pipettiert. Auf dieses Trenngel pipettierte
man vorsichtig Isopropanol, um restliche Luftblasen zu entfernen und das Trenngel auf
der Oberseite zu glatten. Nach circa 20 min polymerisierte das Trenngel und man konnte
das Isopropanol mit Filterpapier aufsaugen.

Danach wurde das 10%ige Sammelgel angesetzt (ebenfalls Tabelle 3). Dieses wurde mit
einer Pipettierhilfe auf das Trenngel luftblasenfrei pipettiert. Unmittelbar setzte man
daraufhin den 10er oder 15er-Kamm in das Sammelgel ein, welcher die Geltaschen fir
die Proben bildete, und lief’ das Gel 20 min polymerisieren.

Zur Aufbewahrung wurde das Gel mit in VE-Wasser getrankte Tlicher eingewickelt und
konnte so fir circa sieben Tage im Kihlschrank bei 4 °C gelagert werden, wobei es
mindestens 24 h bendtigte, um verwendet werden zu kdnnen, da es dann vollstandig

polymerisiert und gehartet war.

2.2.6.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die angefertigten Proteinlysate, welche im Tiefklihlschrank bei -80 °C gelagert wurden,
wurden auf Eis aufgetaut. Nach dem Auftauen wurden sie fiir 10 min bei 10.000 rpm
zentrifugiert, sodass sich ein Zellpellet am Boden des ReagenzgefaRes bildete. Aus dem
Uberstand wurden davon bei 10er Gelen 20 pL in ein neues Reagenzgefil pipettiert, in
welches zuvor 7 pL des 4x Laemmli (Probenpuffer) vorgelegt wurden. Bei 15er Gelen
wurden 15 plL des Uberstandes eines Proteinlysates mit 5 pL 4x Laemmli (Probenpuffer)
gemischt. Die Proben wurden danach bei 95 °C fiir 5 min in den Heizblock gestellt, um

restliches Wasser zu verdunsten. AnschlieBend wurden sie kurz anzentrifugiert.
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Die gegossenen Gele wurden wahrenddessen in das Kammerinsert gestellt, welches mit
1x Laufpuffer befillt wurde. Im nachsten Schritt wurden die Proben in die Geltaschen
pipettiert: Bei 10er Gelen 25 uL der Probe, bei 15er Gelen 18 plL der Probe. In die jeweils
duBeren Geltaschen wurden 10 pL eines Molekulargewichtsstandards als Marker
pipettiert (PageRuler Prestained Protein Ladder, 10-170 kDa). Es wurde zunéachst eine
Spannung von 80 V fir circa 30 min angelegt, sodass sich der Marker aufteilen konnte.
Die Spannung wurde dann auf 120 V erhdht und das Gel konnte fir circa 1,5 h laufen.
Aufgrund der angelegten Spannung und des Laufpuffers wanderten die negativ
geladenen Proteine zur Anode und wurden so anhand ihrer GroRRe aufgeteilt. Dabei gilt,
je geringer das Molekulargewicht des Proteins war, desto schneller wanderte es zur
Anode. Rad51 lag bei einem Molekulargewicht von 37 kDa. Als Ladekontrolle diente
alpha-Tubulin (50 kDa). Fir die Zelllinie UD-SCC-2, welche kein alpha-Tubulin exprimiert,
wurde beta-Actin (42 kDa) als Ladekontrolle verwendet. War der Marker fast durch das

Gel gelaufen, wurde die Gelelektrophorese gestoppt.

2.2.6.4 Blot

Unmittelbar im Anschluss an die SDS-PAGE fand der Blot statt. Dafir wurden zwei
Papierstapel in 1x Transferpuffer eingelegt und die PVDF-Membran
(Polyvinylidenfluorid, 0,2 mm PorengréRe) zunachst fiir 2 min in kaltem 100% Ethanol
aktiviert. Nach der Aktivierung im Ethanol wurde die PVDF-Membran ebenfalls in 1x
Transferpuffer getrankt. Fir den Blot wurde das Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
mit dem Programm Mixed-MW (molecular weight; 2,5A; 25V; 7 Minuten; Proteine

zwischen 5-150 kDa) verwendet. Der Aufbau des Blots sah folgendermaRen aus:

Anode — unterer Papierstapel — PVDF-Membran — Gel — oberer Papierstapel — Kathode

Nach dem Blot wurde die PVDF-Membran, welche nun mit den Proteinen beschichtet
war, vorsichtig in 5% Milch-TBS-T zum Blockieren fiir 1 h auf den Kippschittler gestellt.
Die Milchproteine besetzten dabei alle freien Bindestellen fiir Proteine und
verhinderten bei der Immunfarbung unspezifische Bindungen der Antikérper an der
PVDF-Membran. Nachdem die 5% Milch-TBS-T mit TBS-T abgewaschen wurde, wurde

die Membran entsprechend der darzustellenden Proteine zurechtgeschnitten.
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AnschlieBend wurde sie in einem Zentrifugenréhrchen mit dem entsprechenden
primaren Antikorper, welcher in entsprechender Konzentration in 3% BSA angesetzt
wurde (Tabelle 4), fir mindestens eine Nacht auf dem Rollenmischer im Kiihlschrank bei
4 °C inkubiert. Die Funktion des primaren Antikorpers bestand darin, zunachst an das

gewlinschte Protein zu binden.

2.2.6.5 Proteindetektion

Am nachsten Morgen wurde die Membran mitsamt dem primaren Antikorper zunachst
dreimal flir je 5 min mit TBS-T gewaschen. Nach dem Waschen wurde der sekundare
Antikorper in einer Konzentration von 1:5000 in TBS-T in das Zentrifugenréhrchen zu der
Membran pipettiert. Der sekundare Antikérper band an den primaren Antikorper,
welcher das entsprechend darzustellende Protein gebunden hat. Der sekundare
Antikorper war Horseradish Peroxidase (HRP)-gekoppelt und besal’ damit Peroxidase-
Aktivitat, dessen Aufgabe die Visualisierung der gewiinschten Proteine war.

Der sekundadre Antikorper wurde 1 h auf dem Rollmischer bei Raumtemperatur
inkubiert. Dieser wurden dann durch dreimaliges Waschen mit TBS-T flr je 5 min
entfernt, sodass nur der gebundene sekundidre Antikorper an der PVDF-Membran
Ubrigblieb.

Zur Detektion und Visualisierung der Proteine wurde ein Chemilumineszenz-lmager
verwendet. Daflr musste zunachst ein Enhanced Chemiluminescence (ECL)-Reagenz
angesetzt werden. Dieses wurde stets frisch angesetzt und bestand aus 8 mL der
Solution A, 4 pL H;0; sowie 800 pL der Solution B. Da das ECL-Raegenz sehr
lichtempfindlich war, wurde es in Aluminiumfolie umwickelt und so transportiert.

Uber die Zugabe des ECL auf die PVDF-Membran konnte nun die am sekundiren
Antikorper gekoppelte HRP das im ECL-Reagenz enthaltene H;0; katalysieren, was
wiederum Luminol oxidierte. Wurde die entsprechende PVDF-Membran belichtet,
zeigte sich eine zur Menge der Oxidation des Luminols proportionale Menge
Chemiluminescene. Dabei war die entsprechende Proteinbande umso starker gesattigt,

je mehr Protein sich auf der PVDF-Membran befand.
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2.2.7 Statistik und Datenanalyse

Wenn nicht anders angegeben, wurde jeder Versuch in sowohl biologischen als auch
technischen Triplikaten angefertigt. Alle ermittelten Daten wurden in Excel Gbertragen.
Die Daten werden als arithmetischer Mittelwert sowie der Standardfehler des
Mittelwerts (standard error of the mean, SEM) dargestellt. Flir das Signifikanzniveau
wurde der t-Test verwendet: Bei einem p-Wert < 0,05 sind die Daten als statistisch
signifikant zu betrachten. Alle statistischen Analysen und Graphiken wurden mit dem

Programm GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) erstellt.
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Ergebnisse

3. Ergebnisse

3.1 Heterogenitat von HNSCC-Zelllinien

Im Koloniebildungstest wurden fiinf HNSCC-Zelllinien (Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3,
UM-SCC-47, UD-SCC-2) hinsichtlich ihrer Morphologie und Zellproliferation untersucht.
Unabhangig vom HPV-Status zeigten diese dabei unterschiedlich schnelle
Zellproliferationen sowie Wachstumsmuster (Abb. 6).

Die HPV-negative Zelllinie Cal-33 ist im Vergleich zu den anderen Zelllinien als mittelgrol3
zu bezeichnen. Sie zeigte ein rasenférmiges Wachstumsmuster und wuchs
verhaltnismaRig schnell, sodass der Koloniebildungstest nach 10 Tagen zu stoppen war.
Anders verhielt sich die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-11b. Sie hat langgezogene und
schmale Zellen. Da sie etwas langsamer als die Cal-33 wuchs, wurde der
Koloniebildungstest an Tag 12 gestoppt. Die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-3 verhielt
sich von der Wachstumsgeschwindigkeit adhnlich wie die UM-SCC-11b, der
Koloniebildungstest wurde hierbei an Tag 11 gestoppt. Sie wuchs kompakter als die
anderen Zelllinien. Die HPV-positive Zelllinie UM-SCC-47 dhnelt morphologisch der Cal-
33, hier zeigte sich ebenfalls ein rasenformiges Wachstumsmuster mit mittelgrof3en
Zellen, die schnell zu grofRen Inseln konfluierten. Sie zeigte das schnellste Wachstum
unter den verwendeten Zelllinien, der Koloniebildungstest wurde an Tag 9 gestoppt. Die
HPV-positive Zelllinie UD-SCC-2 wuchs hingegen viel langsamer, die Dauer des
Koloniebildungstests betrug 21 Tage. Auch morphologisch ist diese Zelllinie im Vergleich
zu den anderen auffallig. Die kleinen und rundlichen Zellen wachsen in kleinen Gruppen

Zusammen.
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Abbildung 6: Mikroskopische Aufnahmen von HPV-negativen (Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3) und HPV-
positiven (UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien im Koloniebildungstest

Reprasentative Fotos mikroskopischer Aufnahmen der gebildeten Kolonien der HPV-negativen (Cal-33,
UM-SCC-11b, UM-SCC-3) und HPV-positiven (UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien. Die Kolonien sind
mit Kristallviolett gefarbt.

3.2 Etablierung der siRNA

Bei den fiinf verwendeten Zelllinien (Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3, UM-SCC-47, UD-
SCC-2) wurde in einem ersten Schritt die basale Proteinexpression von Rad51 mittels
Western Blot bestimmt (Abb. 7). Dabei zeigte sich, dass die Zelllinien Cal-33, UM-SCC-
11b, UM-SCC-3 sowie UM-SCC-47 eine dhnliche Proteinmenge an Rad51 exprimieren,
wahrend die HPV-positive Zelllinie UD-SCC-2 eine verminderte Proteinexpression von

Rad51 aufweist.

HPV- HPV+

Cal-33 UM-SCC-11bUM-SCC-3 UM-SCC-47 UD-SCC-2

RADS1’~——- |

B-ACtin| “—— — N S——

Abbildung 7: Basale Proteinexpression von Rad51 an nativen HNSCC-Zelllinien

Dargestellt ist ein Bild von einem Western Blot fiir die basale Proteinexpression von Rad51 an insgesamt
finf nativen HNSCC-Zelllinien (HPV-neg.: Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3; HPV-pos.: UM-SCC-47, UD-SCC-
2). Beta-Actin diente als Ladekontrolle.
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Mittels Kinetik und Titration wurde im folgenden Teil der Arbeit die bendtigte
Konzentration an Rad51-siRNA und NT-siRNA ermittelt.

Beispielhaft ist im Folgenden die Ermittlung der Konzentrationen der Rad51- und NT-
siRNA fir die HPV-negativen HNSCC-Zelllinien Cal-33 sowie UM-SCC-11b gezeigt. Wie in
Abb. 8a zu sehen, ist ab einer verwendeten siRNA-Konzentration von 20 nM die
Hemmung von Rad51 am deutlichsten in der Cal-33 nachzuvollziehen. Weiter ist in Abb.
8b gezeigt, dass die Hemmung der siRNA fiir das Protein Rad51 (iber mindestens drei
Tage in der Cal-33 wirksam ist. Im Vergleich zur NT-siRNA behandelten Cal-33 und nur
mit Lipofectamin 2000 behandelten Cal-33 zeigen diese eine deutliche Bande bei Rad51,
wahrend nach Behandlung mit Rad51-siRNA keine Bande und damit keine

Proteinexpression zu sehen ist.

(@)
Rad51-siRNA NT-siRNA

inM 2nM 5nM 10nM 20nM 50nM 1nM 2nM 5nM 10nM 20nM 50nM

Rad51 | e — —— — —

a-TubulinP..——-—.....{

(b)
D1 D2 D3
Rad51- NT- Lipo Rad51- NT- Lipo Rad51- NT- Lipo
siRNA  siRNA siRNA siRNA siRNA siRNA
Rad51 ’ —— A | — — -‘

a-TubulinP—. w

Abbildung 8: Western Blot fiir die Konzentrationsbestimmung und Wirkdauer der Rad51-siRNA und NT-
SiRNA an der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie Cal-33

(a) Dargestellt ist ein Bild von einem Western Blot fir Rad51 nach Behandlung mit Rad51-siRNA sowie NT-
siRNA in Konzentrationen von 1 nM bis 50 nM an der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie Cal-33. (b)
Reprasentatives Bild eines Western Blots von Rad51 an der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie Cal-33 nach
siRNA-Transfektion mittels Rad51-siRNA in der Konzentration 20 nM nach Transfektion an den Tagen 1, 2
und 3 (D1-D3). Als Kontrolle wurden sowohl mit NT-siRNA als auch nur mit Lipofectamin 2000 (Lipo)

behandelte Cal-33-Zellen verwendet. Alpha-Tubulin diente als Ladekontrolle.
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In Abb. 9 zeichnet sich fiir die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-11b ein dhnliches Bild ab.
Wie in Abb. 9a dargestellt, ist eine Hemmung von Rad51 ab einer siRNA-Konzentration
von 20 nM zu sehen. Auch diese Herabregulation ist liber drei Tage wirksam (Abb. 9b).
Zur Kontrolle wurden die Zellen mit NT-siRNA und Lipofectamin 2000 behandelt. Hierbei
zeigte sich, wie zu erwarten, die Expression von Rad51 (Abb. 9). Eine native Expression

von Rad51 zeigte bei der UM-SCC-11b eine stetige Zunahme von Tag 1 bis Tag 3 (D1-D3).

(a)
Rad51-siRNA NT-siRNA
1inM 2nM 5nM 10nM 20nM 50 nM 1nM 2nM 5nM 10nM 20nM 50 nM
Rad51 ‘ T — —— e —
a-Tubulin — A G G — " — — ——
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A-TUDUIIN | s — —

Abbildung 9: Western Blot fiir die Konzentrationsbestimmung und Wirkdauer der Rad51-siRNA und NT-
SiRNA an der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie UM-SCC-11b

(a) Dargestellt ist ein Bild von einem Western Blot fiir Rad51 nach Behandlung mit Rad51-siRNA sowie NT-
siRNA in Konzentrationen von 1 nM bis 50 nM an der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie UM-SCC-11b. (b)
Reprasentatives Bild eines Western Blots von Rad51 an der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie UM-SCC-11b
nach siRNA-Transfektion mittels Rad51-siRNA in der Konzentration 20 nM nach Transfektion an den Tagen
1, 2 und 3 (D1-D3) sowie die native Expression von Rad51 an den Tagen 1, 2 und 3 (D1-D3). Als Kontrolle
wurden sowohl mit NT-siRNA als auch nur mit Lipofectamin 2000 (Lipo) behandelte UM-SCC-11b-Zellen

verwendet. Alpha-Tubulin diente als Ladekontrolle.

Fiir die HPV-negative HNSCC-Zelllinie UM-SCC-3 zeigte sich eine Hemmung der
Expression von Rad51 ab einer siRNA-Konzentration von 20 nM (Abb. 10). Die Hemmung
mit einer siRNA-Konzentration von 50 nM zeigte keinen Unterschied im Vergleich zur
siRNA-Konzentration mit 20 nM. Als Kontrolle dienten die mit NT-siRNA behandelten
Zellen. Diese zeigten erwartungsgemall die Expression von Rad51 (Abb. 10). Bei den
HPV-positiven HNSCC-Zelllinien UM-SCC-47 und UD-SCC-2 ist, wie Abb. 10 zu
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entnehmen, eine siRNA-Konzentration von 50 nM ideal, um die Expression von Rad51
zu hemmen. Zuerst wurde die Konzentration der siRNA an der UM-SCC-47 mit 20 nM
und 50 nM bestimmt. Zur Kontrolle wurden die Zellen mit NT-siRNA und Lipofectamin
2000 behandelt. Hier zeigte sich, wie zu erwarten, die Expression von Rad51 (Abb. 10).
Die fur die UM-SCC-47 ermittelte siRNA-Konzentration ist flir die UD-SCC-2 getestet und
Ubernommen worden. Dabei zeigte sich bei einer siRNA-Konzentration von 50 nM die
Hemmung der Expression von Rad51. Zur Kontrolle wurde auch die UD-SCC-2 mit NT-
siRNA in der Konzentration 50 nM behandelt. Rad51 wird dabei, wie zu erwarten,

exprimiert.

UM-SCC-3 UM-SCC-47 UD-SCC-2
siRNA siRNA siRNA siRNA

Rad51 NT Rad51 NT Rad51 NT Rad51 NT Rad51 NT

20nM  20nM 50nM 50 nM 20nM 20nM Lipo 50 nM 50nM Lipo 50 nM 50 nM

Rad51“’—--8 ‘ - -.__H -‘

B_Actini }P....—H - — ‘

Abbildung 10: Western Blot fiir die Konzentrationsbestimmung der Rad51-siRNA und NT-siRNA an der
HPV-negativen HNSCC-Zelllinie UM-SCC-3 sowie an den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien UM-SCC-47 und
UD-SCC-2

Dargestellt ist ein Bild von einem Western Blot fiir Rad51 nach Behandlung mit Rad51-siRNA sowie NT-
siRNA in den Konzentrationen 20 nM und 50 nM an den HNSCC-Zelllinien UM-SCC-3 (HPV-neg.), UM-SCC-
47 und UD-SCC-2 (beide HPV-pos.). Als Kontrolle wurden mit NT-siRNA behandelte Zelllinien verwendet,
fir die UM-SCC-47 zusatzlich nur mit Lipofectamin 2000 (Lipo) behandelte Zellen. Beta-Actin diente als

Ladekontrolle.

3.3 Plattierungseffizienz unter Hemmung von Rad51

Nach erfolgreicher Etablierung der siRNA-Transfektion wurde fir jede Zelllinie die
Plattierungseffizienz (PE) ermittelt, und zwar an nativen sowie an NT- und Rad51-siRNA-
transfizierten Zelllinien.

Wie aus Abb. 11 hervorgeht, variiert die PE fiir die nativen Zellen unabhangig vom HPV-
Status. Die PE betragt im Mittel fiir die HPV-negativen Zelllinien Cal-33 0,37, fiir die UM-
SCC-3 0,22 und fur die UM-SCC-11b 0,23. Die HPV-positive Zelllinie UM-SCC-47
verzeichnet eine PE der nativen Zellen im Mittel von 0,44, die PE der ebenfalls HPV-

positiven Zelllinien UD-SCC-2 hat einen Mittelwert von 0,18. Fiihrt man die Transfektion
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durch, ist bei den Zellen, die mit der NT-siRNA transfiziert wurden, kein signifikanter
Unterschied im Vergleich zu den nativen Zellen hinsichtlich der PE zu erkennen. Bei der
Cal-33 betragt die PE jeweils im Mittel 0,33, bei der UM-SCC-3 0,21, bei der UM-SCC-11b
0,21, bei der UM-SCC-47 0,42 und bei der UD-SCC-2 0,16.

Betrachtet man die PE der Zellen, die mit der Rad51-siRNA transfiziert wurden, so lasst
sich eine signifikante Abnahme der PE im Mittel im Vergleich zu den mit der NT-siRNA
transfizierten Zellen feststellen. Fiir die Cal-33 liegt die PE im Mittel bei 0,03, fiir die UM-
SCC-3 bei 0,07, fur die UM-SCC-11b bei 0,03, fir die UM-SCC-47 bei 0,15 und fiir die UD-
SCC-2 bei 0,01.
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Abbildung 11: Plattierungseffizienz von HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC-Zelllinien

(a, b, c) Vergleich der Plattierungseffizienzen (PE) von nativen, NT- sowie Rad51-siRNA transfizierten HPV-
negativen HNSCC-Zelllinien Cal-33, UM-SCC-3 und UM-SCC-11b. (d, e) Vergleich der
Plattierungseffizienzen (PE) von nativen, NT- sowie Rad51-siRNA transfizierten HPV-positiven HNSCC-
Zelllinien UM-SCC-47 und UD-SCC-2. Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte + Standardfehler, n > 3,
** P =0,0022; *** P =0,0005, **** P < 0,0001.
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3.4 |IC50-Bestimmung

Im néachsten Schritt wurden die IC50-Konzentrationen (mittlere inhibitorische
Konzentration) der HNSCC-Zelllinien von Cisplatin bestimmt. Dazu wurden die Zelllinien
nach erfolgter Transfektion fir den Koloniebildungstest ausgesat und fir 24 h mit
Cisplatin in Konzentrationen von 0 bis 1 uM behandelt. Ein Mediumswechsel mit
Vollmedium erfolgte 24 h spater. Nach 7-21 Tagen wurden die Koloniebildungstests
gestoppt und wie unter Kapitel 2.2.4 beschrieben ausgewertet. Dabei zeigte sich, dass
mit zunehmender Cisplatinkonzentration das zellulire Uberleben (SF; Uberlebensrate)
bei allen funf Zelllinien abnimmt. Wenn man die Uberlebensraten der HPV-negativen
Zelllinien nach Hemmung von Rad51 mit der jeweiligen NT-Kontrolle vergleicht, lasst
sich feststellen, dass die Uberlebensrate deutlich sinkt.

So sieht man bei der HPV-negativen Zelllinie Cal-33, dass mit steigender
Cisplatinkonzentration sowohl bei der NT-Kontrolle als auch unter Hemmung von Rad51
die SF sinkt (Abb. 12b). Zur Bestimmung der IC50 betrachtet man die Konzentration von
Cisplatin, bei der die SF 0,5 betragt (Abb. 12b, gestrichelte Linie). Flr die Cal-33 liegt die
IC50 von Cisplatin der NT-Kontrolle bei einer Konzentration von 0,8 uM Cisplatin. Unter
Hemmung von Rad51 sieht man eine Reduktion der IC50 auf 0,4 uM Cisplatin. Fir die
UM-SCC-3 zeichnet sich ein dhnliches Bild ab. Mit steigender Konzentration von Cisplatin
sinkt die SF. Bei der NT-Kontrolle liegt die IC50 bei 0,3 uM Cisplatin, unter Hemmung von
Rad51 betragt dieser Wert 0,05 uM Cisplatin (Abb. 12c¢). Fir die UM-SCC-11b liegt die
IC50 der NT-Kontrolle bei 0,5 uM Cisplatin, nach Hemmung von Rad51 bei 0,1 uM
Cisplatin (Abb. 12d). Es lasst sich Ubereinstimmend feststellen, dass die IC50 von
Cisplatin durch die Inhibition von Rad51 bei den HPV-negativen HNSCC sinkt.
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Abbildung 12: Cisplatinempfindlichkeit von HPV-negativen HNSCC-Zelllinien (Cal-33, UM-SCC-3, UM-SCC-
11b)

(a) Zelluldres Uberleben im Koloniebildungstest fiir die Cal-33 (HPV-negativ) und die UM-SCC-47 (HPV-
positiv) nach 24 h Inkubation mit Cisplatin (CDDP) in der Konzentration 0,8 M sowie einer unbehandelten
Kontrolle (control). (b, ¢, d) Zelluldres Uberleben nach Cisplatingabe (0-1,0 uM) der HPV-negativen
Zelllinien Cal-33, UM-SCC-3 und UM-SCC-11b mit (Rad51-siRNA) und ohne (NT-siRNA) Hemmung von

Rad51. Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte + Standardfehler, n > 3.

Bei den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien UM-SCC-47 und UD-SCC-2 lasst sich festhalten,
dass auch bei diesen mit steigender Cisplatinkonzentration eine sinkende SF zu
beobachten ist (Abb. 13a, b). Die IC50 der NT-Kontrolle liegt fur die UM-SCC-47 bei 0,2
UM Cisplatin. Unter Hemmung von Rad51 kann diese nicht gesenkt werden (Abb. 13a,
gestrichelte Linie). Fur die UD-SCC-2 beobachtet man, dass die IC50 der NT-Kontrolle bei
0,4 uM Cisplatin liegt. Diese kann, wie bei der UM-SCC-47, durch eine Hemmung von
Rad51 nicht gesenkt werden (Abb. 13b, gestrichelte Linie).

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Cisplatinempfindlichkeit signifikant bei den
HPV-negativen Zelllinien durch die Hemmung von Rad51 gesteigert werden kann, wie

Abb. 13c zeigt. Bei den HPV-positiven Zelllinien zeigt sich hingegen keine Anderung der
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Cisplatinempfindlichkeit, sowohl unter Hemmung von Rad51 als auch ohne Hemmung

von Rad51.
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Abbildung 13: Cisplatinempfindlichkeit von HPV-positiven HNSCC-Zelllinien (UM-SCC-47, UD-SCC-2) sowie
die IC50-Werte von Cisplatin der HPV-negativen (Cal-33, UM-SCC-3, UM-SCC-11b) und der HPV-positiven
(UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien

(a, b) Zelluldres Uberleben nach Cisplatingabe (0-1,0 uM) der HPV-positiven HNSCC-Zelllinien UM-SCC-47

und UD-SCC-2 mit (Rad51-siRNA) und ohne (NT-siRNA) Hemmung von Rad51. (c) Darstellung der IC50-

Mittelwerte von Cisplatin (CDDP) der HPV-negativen (Cal-33, UM-SCC-3, UM-SCC-11b) und HPV-positiven

(UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien nach Hemmung von Rad51 (Rad51-siRNA) versus Kontrolle (NT-

siRNA). Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte + Standardfehler, n > 3, ** P = 0,001; *** P = 0,0001,

n.s.: nicht signifikant.
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3.5 Wirkung von BEZ235

In einem weiteren Schritt wurde die Wirkung von BEZ235 auf das zelluldre Uberleben
im Koloniebildungstest untersucht. Dazu wurden die jeweiligen Zelllinien fir den
Koloniebildungstest ausgesat, fir 24 h mit 50 nM BEZ235 behandelt und die
Uberlebensfraktion bestimmt (Kapitel 2.2.4). Diese Konzentration erwies sich in
Vorarbeiten aus unserem Labor als effektiv, um den PI3K/Akt/mTOR-Signalweg und
damit auch das NHEJ zu inhibieren (Schétz et al., 2020).

Die HPV-positiven Zelllinien wurden nicht transfiziert, da bereits im Versuch der IC50-
Bestimmung von Cisplatin gezeigt werden konnte, dass sich die IC50 von Cisplatin nicht
verandert, wenn man eine Hemmung von Rad51 durchfiihrt. Die Wirkung von BEZ235
wurde hier an nativen Zellen getestet. Als Kontrolle wurden simultan dazu die Zellen mit
DMSO behandelt, die SF dieser Kontrolle als 1 normiert und ins Verhaltnis zur jeweiligen
mit BEZ235 behandelten Zelllinie gesetzt.

Wie in Abb. 14 dargestellt, zeigte sich, dass BEZ235 alleine keine Wirkung auf das
zelluldre Uberleben der HNSCC-Zelllinien hat. Einzig die HPV-positive Zelllinie UM-SCC-
47 reagierte auf BEZ235 und zeigte im Koloniebildungstest eine verringerte Uberlebens-

fraktion von 0,49 im Vergleich zur dazugehérigen DMSO-Kontrolle (Abb. 14a und b).
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Abbildung 14: Wirkung von BEZ235 auf native HNSCC-Zelllinien

(a) Wirkung von BEZ235 (BEZ) auf das zellulire Uberleben von HPV-negativen (Cal-33, UM-SCC-3, UM-
SCC-11b) sowie HPV-positiven (UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien. Normiert zu Dimethylsulfoxid
(DMSO) als Kontrolle. (b) Wirkung von BEZ235 (BEZ) auf das zelluldre Uberleben von HNSCC-Zelllinien,
Abb. modifiziert nach Subtil (Subtil et al.,, 2022). Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte *
Standardfehler, n > 3, ** P = 0,001, n.s.: nicht signifikant.
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3.6 Vorbehandlung mit BEZ235 fihrt zur Steigerung der

Cisplatinempfindlichkeit

Weiterhin sollte untersucht werden, ob BEZ235 die Wirkung von Cisplatin beeinflusst.
Dazu wurde ebenfalls der Koloniebildungstest angewendet. Die HNSCC-Zelllinien
wurden nach Aussaat des Koloniebildungstests mit 50 nM BEZ235 2 h vor der
Cisplatingabe behandelt. Als Konzentration des Cisplatins wurde die jeweilige IC50 der
Zelllinien verwendet (Abb. 13c). Die Zelllinien wurden fir 24 h inkubiert, danach folgte
ein Mediumswechsel. Die Kolonien wurden nach 7-21 Tagen gestoppt und entsprechend
Kapitel 2.2.4 ausgewertet. Hierbei wurden die Daten jeweils zur entsprechenden
Kontrolle (DMSO oder BEZ) normiert. Es sollte dargestellt werden, ob die jeweilige
Behandlung zu einer Anderung der Cisplatinempfindlichkeit fiihrt.

Kombiniert man BEZ235 mit der jeweiligen IC50 von Cisplatin zeigten sich folgende
Resultate: Bei allen HPV-positiven HNSCC-Zelllinien konnte das zelluldre Uberleben
signifikant durch die Kombination gesenkt werden und BEZ235 konnte die Wirkung des
Cisplatins verstarken (Abb. 15). So wurde bei der Behandlung der UD-SCC-2 mit Cisplatin
alleine eine SF von 0,5 beobachtet, welche durch die Vorbehandlung mit BEZ235 auf
eine SF von 0,26 gesenkt werden konnte. Bei der UM-SCC-47 wurde durch die
Vorbehandlung mit BEZ235 in der Kombination mit Cisplatin eine SF von 0,34 ermittelt,
somit konnte auch diese SF gesenkt werden (Abb. 15).

Bei den HPV-negativen Zelllinien zeigte sich bei der Kombinationsbehandlung aus
BEZ235 und Cisplatin, dass das zellulire Uberleben im Vergleich zur alleinigen Cisplatin-
Gabe nicht weiter gesenkt werden konnte (Abb. 15a) (Subtil et al., 2022). Die SF
entspricht demnach der IC50 von Cisplatin und BEZ235 kann die Wirkung des Cisplatins
bei den HPV-negativen HNSCC-Zelllinien nicht verstarken. Die Ausnahme bildete hierbei
die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-11b. Die SF sinkt, wenn BEZ235 in Kombination mit
Cisplatin zur Behandlung der UM-SCC-11b eingesetzt wurde. Wie in Abb. 15a zu

entnehmen ist, betragt die SF dann 0,33 und ist statistisch signifikant (P = 0,05).
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Abbildung 15: Wirkung von BEZ235 in Kombination mit Cisplatin auf HPV-negative und HPV-positive
HNSCC-Zelllinien

(a) Effekt von Cisplatin (CDDP) alleine oder nach Vorbehandlung mit BEZ235 (BEZ) auf das zelluldre
Uberleben, dargestellt fiir je sechs HPV-negative sowie HPV-positive HNSCC-Zelllinien, Abb. modifiziert
nach Subtil (Subtil et al., 2022). (b) Effekt von Cisplatin (CDDP) alleine oder nach Vorbehandlung mit
BEZ235 (BEZ) fur die HPV-positiven Zelllinien UM-SCC-47 und UD-SCC-2. Als Konzentration des Cisplatins
wurde die jeweilige IC50 der Zelllinien verwendet (Abb. 13c). Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte

Standardfehler, n >3, * P = 0,05.

Schaltet man Rad51 bei den HPV-negativen Zelllinien mittels Transfektion aus und
behandelt diese mit BEZ235 vor, ist bei den HPV-negativen Zelllinien Cal-33 und UM-
SCC-3 eine Steigerung der Cisplatinempfindlichkeit festzustellen. Bei der Cal-33 lag die
SF bei 0,32 im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 16, P = 0,05). Auch bei der UM-SCC-3 sank
die SF, wenn Rad51 ausgeschaltet wurde und eine Vorbehandlung mit BEZ235 und
anschliefender Cisplatingabe stattfanden: Die SF lag dann bei 0,37 (Abb. 16, P = 0,001).

Man beobachtet fiir beide Zelllinien, dass die SF bei der NT-Kontrolle in der Kombination
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BEZ235 und Cisplatin im Vergleich zur alleinigen Cisplatingabe nicht erniedrigt wurde
(Abb. 16).

Eine Ausnahme bildete die UM-SCC-11b. Diese lieR sich nicht starker gegeniiber
Cisplatin bei Vorbehandlung mit BEZ235 sensibilisieren, wenn Rad51 ausgeschaltet
wurde. Die Uberlebensfraktion betragt normiert zu DSMO bei der Hemmung von Rad51
0,5. Wie in Abb. 15a bereits dargestellt, reagierte sie nativ auf die Kombination aus

BEZ235 und Cisplatin mit einem signifikanten Abfall des zelluldren Uberlebens.
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Abbildung 16: Wirkung von BEZ235 in Kombination mit Cisplatin auf HPV-negative HNSCC-Zelllinien (Cal-
33, UM-SCC-3, UM-SCC-11b) bei einer Hemmung von Rad51

Effekt der Hemmung von Rad51 (Rad51-siRNA) im Vergleich zur NT-Kontrolle (NT-siRNA) auf eine
Behandlung von Cisplatin (CDDP) alleine und in Kombination von BEZ235 (BEZ) und Cisplatin. BEZ235
wurde 2 h vor der Gabe des Cisplatins zu den Zellen gegeben. Als Konzentration des Cisplatins wurde die
jeweilige IC50 der Zelllinien verwendet (Abb. 13c). Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte +

Standardfehler, n >3, * P = 0,05, ** P = 0,001, n.s.: nicht signifikant.
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3.7 Kombination von BEZ235, Cisplatin und Bestrahlung

Als weitere Behandlung erfolgte die Bestrahlung mit 2 Gy Photonenstrahlen. Diese
wurde auch mit und ohne Cisplatin bzw. BEZ235 kombiniert. Bei den HPV-negativen
HNSCC-Zelllinien wurde zudem die Hemmung von Rad51 durchgefiihrt. Analog zu den
obigen Versuchen wurde ebenfalls der Koloniebildungstest angewendet. Hierbei
wurden die Daten jeweils zur entsprechenden unbestrahlten Kontrolle normiert. Das
bedeutet, es sollte dargestellt werden, ob die jeweilige Behandlung zu einer Steigerung
der Strahlensensibilisierung fihrt.

Sowohl bei der Cal-33 als auch der UM-SCC-3 (beide HPV-negativ) ist zu beobachten,
dass die Kombination aus Bestrahlung mit 2 Gy und Cisplatin gegeniber der alleinigen
Bestrahlung zu keiner Senkung der SF fiihrte (Abb. 17a). Bei der UM-SCC-3 lag die SF fiir
2 Gy bei 0,73, wahrend sie in der Kombination mit Cisplatin 0,77 betrug. Ahnliches gilt
fiir die Cal-33. Hierbei wurde eine SF von 0,72 bei der alleinigen Bestrahlung verzeichnet,
wohingegen die Kombination mit Cisplatin zu einer Uberlebensfraktion von 0,68 fiihrte
(Abb. 17a).

Eine leicht verminderte Uberlebensfraktion lieR sich bei der UM-SCC-11b feststellen. Die
SF betrug 0,6 flr die alleinige Bestrahlung, die Kombination mit Cisplatin sorgte fir eine
leichte Senkung der SF auf 0,45 (Abb. 17a, P = 0,05).

Bei allen HPV-negativen Zelllinien konnte durch die Kombination aus Bestrahlung und
BEZ235 das zelluldre Uberleben signifikant gesenkt werden. Fiir die Cal-33 betrug die SF
0,46, die UM-SCC-3 verzeichnete eine SF von 0,43 und die UM-SCC-11b eine SF von 0,28
(Abb. 17b). Wurde die Tripel-Kombination aus BEZ235, Cisplatin und Bestrahlung
angewendet, konnte das zelluldre Uberleben noch weiter gesenkt werden. Bei der UM-
SCC-3 ergab sich eine SF von 0,28, bei der UM-SCC-11b eine SF von 0,18 und bei der Cal-
33 eine SF von 0,40 (Abb. 17b).

Bei den HPV-positiven Zelllinien UM-SCC-47 und UD-SCC-2 lassen sich &dhnliche
Ergebnisse wie bei den HPV-negativen HNSCC-Zelllinien feststellen. Auch bei diesen ist
zu beobachten, dass die Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin hinsichtlich des
zelluldren Uberlebens im Vergleich zur alleinigen Bestrahlung keinen weiteren Vorteil
erbrachte (Abb. 17a). Die SF betrug fir die UM-SCC-47 bei alleiniger Bestrahlung 0,40.
In Kombination der Bestrahlung mit Cisplatin lag die SF bei 0,43. Die UD-SCC-2 hatte eine
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SF von 0,29 unter alleiniger Bestrahlung, in der Kombination betrug die SF 0,36 (Abb.
17a).

Bei der Kombination aus BEZ235 und Bestrahlung sank die SF bei der UM-SCC-47 auf
0,13, bei der UD-SCC-2 auf 0,15 (Abb. 17b). Bei der Tripel-Kombination aus BEZ235,
Cisplatin und Bestrahlung wurde wie bei den HPV-negativen HNSCC-Zelllinien das
niedrigste zelluldre Uberleben erreicht (Abb. 17b). Fiir die UM-SCC-47 lag die SF bei 0,08,
die UD-SCC-2 hatte eine Uberlebensfraktion von ebenfalls 0,08 (Abb. 17b, P = 0,05).
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Abbildung 17: Wirkung von Cisplatin auf das zellulire Uberleben mit 2 Gy Photonenstrahlen mit und ohne
Vorbehandlung durch BEZ235 bei HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC-Zelllinien

(a) Wirkung von Cisplatin (CDDP) in Kombination mit 2 Gy Photonenstrahlen auf drei HPV-negative (UM-
SCC-3, UM-SCC-11b, Cal-33) und zwei HPV-positive (UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien. (b) Wirkung
von Cisplatin (CDDP) in Kombination mit 2 Gy Photonenstrahlen auf drei HPV-negative (UM-SCC-3, UM-
SCC-11b, Cal-33) und zwei HPV-positive (UM-SCC-47, UD-SCC-2) HNSCC-Zelllinien mit und ohne
Vorbehandlung durch BEZ235 (BEZ). Als Konzentration des Cisplatins wurde die jeweilige IC50 der
Zelllinien verwendet (Abb. 13c). Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte + Standardfehler,n >3, * P =

0,05, ** P = 0,001, n.s.: nicht signifikant.
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Findet eine Hemmung von Rad51 an HPV-negativen Zelllinien statt, ldsst sich sagen, dass
das zelluldre Uberleben in allen Kombinationen niedriger ist als bei den NT-siRNA-
transfizierten Zellen (Abb. 18).

Auch hier zeichnete sich das Bild ab, dass die Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin
bei einer Hemmung von Rad51 keinen zusatzlichen Vorteil hinsichtlich eines
niedrigeren, zelluliren Uberlebens erbrachte. Bei der UM-SCC-3 lag die
Uberlebensfraktion fiir die alleinige Bestrahlung bei 0,51. Die Kombination mit Cisplatin
ergab derweil eine Uberlebensfraktion von 0,58 und machte diese Zelllinie signifikant
strahlenresistenter (Abb. 18a, P = 0,05). Die Cal-33 zeigte eine SF von 0,40 unter
alleiniger Bestrahlung, die in Kombination mit Cisplatin konstant blieb. Bei der UM-SCC-
11b konnte unter Bestrahlung eine SF von 0,39 verzeichnet werden, diese stieg unter
der Kombination mit Cisplatin auf 0,41 (Abb. 18a). Die NT-Kontrolle der UM-SCC-3 zeigte
bei alleiniger Bestrahlung eine SF von 0,74, die Kombination mit Cisplatin ergab eine
signifikante Zunahme der Strahlenresistenz mit einer SF von 0,81 (P = 0,001). Die Cal-33
zeigte eine SF von 0,69 bei Bestrahlung mit 2 Gy, die Kombination der Bestrahlung mit
Cisplatin ergab eine SF von 0,68. Die UM-SCC-11b bildete die Ausnahme. Sie zeigte unter
alleiniger Bestrahlung eine SF von 0,60, die unter der Kombination mit Cisplatin
signifikant auf 0,49 abfiel (P = 0,001). Dies deckt sich mit den in Abb. 17a gemachten
Ergebnissen.

Ein weiteres Absinken des zelluliren Uberlebens lieR sich durch die Behandlung von
BEZ235 in Kombination mit einer Bestrahlung erreichen (Abb. 18b). Dies gilt sowohl fiir
die NT-Kontrolle als auch fiir die Hemmung von Rad51. Die NT-Kontrolle zeigte sowohl
flr die UM-SCC-3 als auch fir die Cal-33 bei der Kombination aus Bestrahlung und
BEZ235 eine SF von 0,43, die SF der UM-SCC-11b lag bei 0,28. Die SF fir die UM-SCC-3
betrug unter Hemmung von Rad51 0,24, die der Cal-33 0,19 und die der UM-SCC-11b
0,18 (Abb. 18b, jeweils statistisch signifikant).

Kombinierte man zur Bestrahlung und BEZ235 das Cisplatin, wurde die niedrigste
Uberlebensfraktion erreicht (Abb. 18b). Die NT-Kontrolle zeigte fiir die UM-SCC-3 zeigte
in der Tripel-Kombination eine SF von 0,27. Die SF der Cal-33 betrug 0,34 und die der
UM-SCC-11b 0,19. Unter Hemmung von Rad51 lag die SF der UM-SCC-11b bei 0,12, bei
der Cal-33 0,11 und bei der UM-SCC-3 0,17 (Abb. 18b, jeweils statistisch signifikant).
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Ergebnisse
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Abbildung 18: Wirkung von Cisplatin auf das zellulire Uberleben mit 2 Gy Photonenstrahlen mit und ohne
Vorbehandlung durch BEZ235 bei HPV-negativen HNSCC-Zelllinien bei Transfektion mit NT- oder Rad51-
SiRNA

(a) Wirkung von Cisplatin (CDDP) in Kombination mit 2 Gy Photonenstrahlen auf drei HPV-negative (UM-
SCC-3, UM-SCC-11b, Cal-33) HNSCC-Zelllinien mit (Rad51-siRNA) und ohne (NT-siRNA) Hemmung von
Rad51. (b) Wirkung von Cisplatin (CDDP) in Kombination mit 2 Gy Photonenstrahlen auf drei HPV-negative
(UM-SCC-3, UM-SCC-11b, Cal-33) HNSCC-Zelllinien mit und ohne Vorbehandlung durch BEZ235 (BEZ)
sowie mit (Rad51-siRNA) und ohne (NT-siRNA) Hemmung von Rad51. Als Konzentration des Cisplatins
wurde die jeweilige IC50 der Zelllinien verwendet (Abb. 13c). Die Daten sind prasentiert als Mittelwerte +

Standardfehler, n >3, * P = 0,05, ** P = 0,001, n.s.: nicht signifikant.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die Kombination aus Cisplatin und
Bestrahlung unabhingig vom HPV-Status das zelluldre Uberleben nicht weiter absenkt.
Cisplatin fliihrt demnach nicht zu einer Steigerung der Strahlenempfindlichkeit in diesen
Zelllinien. Im Gegensatz dazu steht BEZ235, welches eine Strahlensensibilisierung

auslost. Die Tripel-Kombination aus BEZ235, Cisplatin und Bestrahlung hat bei allen
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HNSCC-Zelllinien unabhingig vom HPV-Status die niedrigste Uberlebensfraktion und
wirkt somit strahlensensibilisierend. Unter Hemmung von Rad51 in den HPV-negativen
Zelllinien kann das zellulire Uberleben durch die Tripel-Kombination noch weiter

gesenkt werden.
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4. Diskussion

4.1 HNSCC-Zelllinien zeigen heterogenes Wachstum

Wie in meiner Arbeit dargestellt, unterscheiden sich je nach HNSCC-Zelllinie sowohl das
Wachstumsmuster als auch die Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen. Passend dazu
konnten Nair et al. in ihrer Arbeit verschiedene Charakteristika von HNSCC-Zelllinien
herausarbeiten (Nair et al., 2020). Unter anderem betrachteten sie die Morphologie
sowie die Zellproliferation von verschiedenen HNSCC-Zelllinien. Dazu wurden die
Zelllinien auf 6-well Platten ausgesat und jeden zweiten Tag gezahlt. Das schnellste
Wachstum wiesen die Zelllinien UM-SCC-38 (HPV-negativ), UM-SCC-104 (HPV-positiv)
und UM-SCC-47 (HPV-positiv) auf, sie gingen nach 3-5 Tagen in das exponentielle
Wachstum Uber und konnten so innerhalb von 13 Tagen 4,25 Verdopplungen ihrer
Population erreichen (Nair et al., 2020). Eine Abnahme der Zellzahl zeigte sich nach
Erreichen der maximalen Zelldichte. Die Autoren fiihren dies auf mangelnden Platz zum
Wachsen und fehlende Nahrstoffe zuriick. Sie beschreiben das Wachstumsverhalten der
Zelllinien als groRe Inseln, die ineinander zu einem ,Monolayer” (Nair et al., 2020)
wachsen. Bei den Zelllinien UM-SCC-17-A (HPV-negativ) und UM-SCC-105 (HPV-positiv)
dauerte es langer, bis sie das exponentielle Wachstum erreichten. Sie wuchsen auch laut
den Autoren eher zu kleinen Inseln (Nair et al., 2020).

Es bestatigt sich, dass HNSCC-Zelllinien bezliglich Morphologie und Proliferation sehr
heterogen sind, dies ist unabhdngig vom HPV-Status. In meiner Arbeit konnte ich

feststellen, dass sich auch die Koloniebildung je nach Zelllinie unterscheidet.

4.2 Hemmung von Rad51 mittels siRNA-Transfektion

Die Hemmung von Rad51 mittels siRNA-Transfektion ist bei den HNSCC-Zelllinien, wie in
meiner Arbeit demonstriert, eine suffiziente Methode, um eine Herabregulation von
Rad51 langer als 24 h zu gewahrleisten. Dies konnte im Western Blot bestéatigt werden
(Kapitel 3.2).

In einer Arbeit zur Therapie von Krebsstammzellen aus Hela-Zellkulturen wurde
ebenfalls erfolgreich die Technik der siRNA-Transfektion zur Hemmung von Rad51

angewendet (Ruiz et al., 2018). Auch hierbei wurde zum Nachweis der Hemmung der
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Western Blot verwendet. Dabei fanden die Autoren heraus, dass die siRNA in einer
Konzentration von 20 nM bis 30 nM geeignet ist, um eine Hemmung von Rad51 zu
gewahrleisten (Ruiz et al., 2018). In meiner Arbeit wurde eine siRNA-Konzentration von
20 nM bis 50 nM fiir eine Hemmung von Rad51 eingesetzt. Anders als in meiner Arbeit
wurden die Hela-Zellen statt 4 h fiir 48 oder 72 h mit der siRNA inkubiert. Dabei sei nach
72 h die beste Herabregulierung von Rad51 zu sehen (Ruiz et al., 2018). Bei Ruiz et al.
wurde weiterhin nicht die Lipofektion genutzt, um die siRNA in die Zelle zu schleusen,
sondern das siPORT™ NeoFX™ Reverse Transfection Reagenz. Die Technik dieser
Transfektion ist ebenfalls Lipid-basiert und hat laut Hersteller keine erhohte
Zytotoxizitat, was die deutlich langere Inkubationszeit im Vergleich zur Transfektion mit
Lipofectamin 2000 erklaren konnte (Thermo Fisher Scientific Inc., 0.D.).

Die HPV-positive Zelllinie UD-SCC-2 zeigte im Western Blot eine geringere Expression
von Rad51 im Vergleich zu den vier anderen HNSCC-Zelllinien (Abb. 7). Hierbei stellte
sich die Frage, ob dies ein generelles Phanomen der HPV-positiven HNSCC-Zelllinien ist.
Ziemann et al. konnten zeigen, dass die Bildung nach Bestrahlung von Rad51-Foci in
HPV-positiven Zelllinien im Vergleich zu HPV-negativen Zelllinien vermindert ist
(Ziemann et al.,, 2017). Somit konnte eine generelle Herabregulation der
Proteinexpression hierflr verantwortlich sein. In unserer Arbeit Subtil et al. konnten wir
zeigen, dass dies nicht der Fall ist (Abb. 19). Die relative Rad51-Expression auf
Gesamtproteinebene gemessen im Western Blot zeigte in fiinf HPV-negativen sowie
finf HPV-positiven Zelllinien keine signifikanten Unterschiede (Subtil et al., 2022). Im
Gegensatz dazu steht eine Arbeit von Lindemann et al.: Sie werteten insgesamt 71
Patienten mit HPV-positiven und 449 Patienten mit HPV-negativen HNSCC bezliglich
ihrer Rad51-Expression auf mMRNA-Ebene aus (Lindemann et al., 2021). Dabei stellten sie
fest, dass die HPV-positiven HNSCC signifikant mehr Rad51 exprimieren als die HPV-
negativen HNSCC (P < 0,0001) (Lindemann et al., 2021). Es ist anzumerken, dass wir in
unserer Publikation Subtil et al. die Ergebnisse auf Proteinebene beobachtet haben,
wahrend die Ergebnisse von Lindemann et al. auf Genebene beruhen. Inwiefern die
mRNA auch zum fertigen Protein Rad51 translatiert wird, geht aus der Untersuchung

von Lindemann et al. nicht hervor.
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Abbildung 19: Relative Rad51-Expression in nativen HNSCC-Zelllinien

Dargestellt ist die relative Rad51-Expression in nativen HNSCC-Zelllinien. Die Daten sind prasentiert als

Mittelwerte * Standardfehler, n > 3, n.s.: nicht signifikant (Subtil et al., 2022).

Wie in meiner Arbeit demonstriert, sinkt die Plattierungseffizienz bei einer Hemmung
von Rad51 im Rahmen des Koloniebildungstests, und dies unabhangig vom HPV-Status.
In einer Arbeit zu NSCLCs wurde an der Zelllinie A549 die Ausschaltung von Rad51
mittels Lentiviren erreicht (Yu et al., 2015). Die Lentiviren wurde zunachst Gber ein
Plasmid mit der Rad51-siRNA infiziert. Anschliefend wurde von diesen ein viraler
Uberstand gewonnen, mit dem die Zelllinie A549 infiziert wurde. Simultan dazu wurde
ein Stamm von A549 gewonnen, der mit einer NT-siRNA infiziert wurde. Sie zeigten, wie
in meiner Arbeit auch, dass die PE der Zellen, die mit der Rad51-siRNA transfiziert
wurden, im Vergleich zur NT-Kontrolle im Koloniebildungstest abnahm (Yu et al., 2015).
Mittels MTT-Assay (Test zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt von Zellen
(Ghasemi et al., 2021)) konnten sie demonstrieren, dass die Transfektion mit Rad51-
siRNA zu einem signifikant hoheren Zelltod im Vergleich zur NT-Kontrolle flihrte (Yu et
al., 2015). Die Autoren nannten als Erklarung, dass Rad51 ein Schliisselprotein der HR ist
und damit fiir das zelluldre Uberleben wichtig ist (Yu et al., 2015). Wahrend der DNA-
Synthesephase entstehen replikationsassoziierte DSB, die durch die HR behoben
werden missen (Arnaudeau et al., 2001). Ist die HR defizient, fihrt dies zum Verbleiben
des DSB, welcher im weiteren Fortschreiten des Zellzyklus bei ausbleibender Reparatur
in der Mitose zu chromosomalen Aberrationen fiihren kann (Li & Heyer, 2008). Eine
defiziente HR fihrt demnach zu mangelnder genomischer Integritat, was wiederum die

sinkende PE erklart (Yu et al., 2015).
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4.3 Cisplatinempfindlichkeit der HVP-negativen und HPV-positiven HNSCC-

Zelllinien

Unter der Hemmung von Rad51 konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, dass
die Cisplatinempfindlichkeit bei den HPV-negativen Zelllinien gesteigert werden kann,
wahrend sie bei den HPV-positiven Zelllinien konstant bleibt. Dies ist ein zusatzlicher
Nachweis, dass die HR in HPV-positiven Zelllinien defekt und in HPV-negativen HNSCC-
Zelllinien intakt ist, wie dies bereits in einer anderen Arbeit beschrieben wurde (Ziemann
et al., 2017). Cisplatin wirkt vor allem in der S-Phase der Zellen (Subtil et al., 2022). In
dieser Phase des Zellzyklus ist die HR als Hauptreparaturprozess an der Reparatur
Cisplatin-induzierter DSB beteiligt (Chen et al., 2016; Damia & Broggini, 2019; Rocha et
al.,, 2018). Bei einer defekten HR konnen diese DSB nicht mehr suffizient repariert
werden, was eine gesteigerte Cisplatinempfindlichkeit zur Folge hat (Birkelbach et al.,
2013; Huang et al., 2013). Auch dies konnte in meiner Arbeit bestatigt werden, da bei
den HPV-negativen Zelllinien unter der Hemmung von Rad51 die IC50 von Cisplatin
gesenkt und damit die Cisplatinempfindlichkeit gesteigert werden konnte. Dazu passend
wurde in einer anderen Arbeit gezeigt, dass eine Hemmung von Rad51 bei Hela-Zellen
ebenfalls zu einer gesteigerten Cisplatinempfindlichkeit fihrt (Ito et al., 2005). Mittels
MTT-Assay konnten die Autoren feststellen, dass die Kombination aus Rad51-siRNA und
Cisplatin das Tumorwachstum signifikant im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
siRNA oder Cisplatin hemmt (Ito et al., 2005). Auch bei NSCLC-Zellen konnte bei einer
eingeschrankten Bildung von Rad51-Foci nach Cisplatin-Behandlung eine hdhere
Cisplatinempfindlichkeit beobachtet werden (Birkelbach et al., 2013). Dazu wurden
insgesamt 16 NSCLC-Zelllinien hinsichtlich ihrer Bildung von Rad51-Foci auf eine
Behandlung mit Cisplatin, Mitomycin C und Olaparib, einem PARP-Inhibitor, untersucht.
Vier dieser Zelllinien zeigten eine eingeschrankte Bildung von Rad51-Foci. Dies konnte
im Koloniebildungstest bestatigt werden. Die eingeschrankte Bildung der Rad51-Foci
korrelierte mit einem niedrigeren zelluldren Uberleben bei Behandlung mit Cisplatin
(Birkelbach et al., 2013). Somit stehen meine gefundenen Ergebnisse im Einklang mit
diesen Arbeiten.

In einer Arbeit aus unserem Labor konnte passend von Ziemann et al. gezeigt werden,
dass sich in den HPV-positiven Zelllinien nach Bestrahlung nahezu keine Rad51-Foci im

Gegensatz zu HPV-negativen Zelllinien nachweisen lassen, welche ihren typischen Peak
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etwa 6 h nach Bestrahlung zeigen (Ziemann et al., 2017). Da Rad51 ein Hauptprotein der
HR ist, erklart dies die gesteigerte Cisplatinempfindlichkeit, wenn man Rad51 in den
HPV-negativen Zelllinien ausschaltet: Die HR als Reparaturweg wird dadurch inhibiert.
Bei den HPV-positiven Zelllinien, welche ohnehin eine defekte HR aufweisen, kann durch
eine Hemmung von Rad51 keine Steigerung der Cisplatinempfindlichkeit erreicht

werden, wie fir die Zelllinien UM-SCC-47 und UD-SCC-2 demonstriert (Abb. 13).

4.4 Einfluss von BEZ235 auf die Cisplatinempfindlichkeit

Es konnte in einer vorangegangenen Arbeit aus dem Labor gezeigt werden, dass die
Vorbehandlung mit BEZ235 das NHEJ inhibiert, wahrend die HR von BEZ235
unbeeinflusst bleibt (Schotz et al., 2020). Um zwischen NHEJ und HR unterscheiden zu
konnen, wurden in das Genom der Zelllinien H1299 und UD-SCC-2 spezielle GFP-
Reparaturplasmide integriert (Schotz et al., 2020). Nachfolgend wird enzymatisch ein
DSB in die Sequenz des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) eingefiihrt. Findet die
Reparatur vom DSB durch das NHEJ statt, zeigt sich in der Durchflusszytometrie, dass
GFP exprimiert wurde. Das Plasmid zum Nachweis der HR enthalt zuséatzlich eine nicht-
fluoreszierende GFP-Sequenz, welche als homologe Sequenz zur Reparatur dient.
Mittels Durchflusszytometrie kann so zwischen NHEJ und HR unterschieden werden.
BEZ235 konnte dabei die Reparaturaktivitdit durch das NHEJ um 30-40% senken,
wahrend die HR durch BEZ235 nicht beeinflusst wurde (Schotz et al., 2020). Das NHEJ ist
vor allem fir die Reparatur von DSB verantwortlich, die durch Cisplatin-induzierte
Intrastrang-Quervernetzungen verursacht sind (Damia & Broggini, 2019; Pastwa et al.,
2014). Wird das NHEJ durch BEZ235 supprimiert, kdnnten demnach Reparaturprozesse
durch die HR stattfinden. In meiner Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die
Vorbehandlung mit 50 nM BEZ235 in HPV-negativen Zelllinien, in denen Rad51
ausgeschaltet ist, zu einer gesteigerten Cisplatinempfindlichkeit fihrt. Damit verhalten
sich HPV-negative HNSCC-Zelllinien bei einer Hemmung von Rad51 genauso wie native
HPV-positive Zelllinien, welche ohnehin einen Defekt in der HR aufweisen (Ziemann et
al., 2017). Infolgedessen beobachtet man fiir die HPV-positiven Zelllinien, dass diese
bereits im nativen Zustand bei Vorbehandlung mit BEZ235 eine gesteigerte

Cisplatinempfindlichkeit aufweisen (Abb. 15).
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Eine Arbeit von Hsu et. al kam zu einem anderen Ergebnis. Sie zeigten im MTT-Assay an
der HPV-negativen HNSCC-Zelllinie FaDU, dass die kombinierte Behandlung von BEZ235
sowie Cisplatin im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit BEZ235 oder Cisplatin zu
einer signifikanten Hemmung des Zellwachstums fihrte (Hsu et al., 2018). BEZ235
wurde wie in meiner Arbeit auch in einer Konzentration von 50 nM eingesetzt. Als
Konzentration des Cisplatins verwendeten sie jedoch nicht die IC50, sondern eine
Konzentration von 2 uM. Weiterhin fanden sie mittels Durchflusszytometrie heraus,
dass die Kombination aus BEZ235 und Cisplatin zu einem Zellzyklusarrest in der G2/M-
Phase flhrt und damit den Zellzyklus stoppt, was eine geringere Proliferation der Zellen
zur Folge hat. Als Ursache nennen die Autoren den synergistischen Effekt von beiden
Substanzen, dieser resultiert in einer verminderten Proliferation sowie gesteigerten
Apoptose (Hsu et al., 2018). Die von Hsu et al. gemachte Beobachtung wurde an einer
einzigen Zelllinie getestet, sodass man hier von einer eingeschrankten Aussagekraft
ausgehen kann. Zudem verwendeten sie eine hohere Konzentration des Cisplatins. Diese
ist mit 2 uM viel hoher als die von mir verwendeten IC50-Konzentrationen (Spannweite
0,05 - 0,8 uM CDDP, Abb. 13c). Dies kann den toxischen Effekt erklaren, den Cisplatin
alleine auf die Zellen ausiibt. Auf eine Konzentrationsreihe, um die IC50 von Cisplatin zu
ermitteln, verzichteten sie. Auch wurden die Zellen bis zu 72 h mit den Substanzen
inkubiert, hierbei kann Cisplatin seine toxische Wirkung (iber einen langeren Zeitraum
entfalten. In meiner Arbeit betrug die Inkubationszeit hingegen maximal 24 h.

Wie wir in unserer Publikation weiterhin zeigen konnten, weisen HPV-negative HNSCC-
Zelllinien im nativen Zustand keine Steigerung der Cisplatinempfindlichkeit bei
Vorbehandlung mit 50 nM BEZ235 auf (Subtil et al., 2022). Dies wurde an insgesamt flnf
HPV-negativen HNSCC-Zelllinien (FaDu, UM-SCC-6, UM-SCC-3, UT-SCC-33, Cal-33)
demonstriert. In meiner Arbeit konnte ich dieses Ergebnis zudem fiir die Cal-33 und UM-
SCC-3 bestatigen. Ausnahme ist die HPV-negative Zelllinie UM-SCC-11b. Diese Zelllinie
zeigt als einzige unter den HPV-negativen Zelllinien nach Vorbehandlung mit BEZ235
eine gesteigerte Empfindlichkeit gegentiber Cisplatin (Subtil et al., 2022). Es ist auch
bekannt, dass diese Zelllinie Gber eine intakte HR verfiigt (Ziemann et al., 2017). Mittels
Immunfluoreszenz konnten Ziemann et al. zeigen, dass die UM-SCC-11b nach der
Behandlung mit Roscovitin, einem Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK), und

Bestrahlung Rad51-Foci ausbilden. Dies war bei den HPV-positiven Zelllinien hingegen
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nicht zu beobachten. Auch das Ansprechen der UM-SCC-11b auf Roscovitin spricht fiir
eine intakte HR, da die CDK in die HR involviert sind (Ziemann et al., 2017). Man wiirde
annehmen, dass bei Hemmung von Rad51 die UM-SCC-11b bei Vorbehandlung mit
BEZ235 eine gesteigerte Cisplatinempfindlichkeit aufweist. Wie meine Ergebnisse
jedoch zeigen, erlischt dieser BEZ-Effekt, wenn man eine Hemmung von Rad51 an der
UM-SCC-11b durchfiihrt (Abb. 16). Die Zellen werden daraufhin resistenter gegentber
der Kombination aus BEZ235 und Cisplatin. Eventuell nutzt diese Zelllinie bei Hemmung
der HR einen anderen DNA-Reparaturweg, so dass BEZ2325 keine Wirkung zeigt. Es
konnte sein, dass die DSB-Reparatur lber eine geringere Expression der Proteine ATM,
Mrell sowie H2AX reguliert wird, wie dies fiir die UM-SCC-11b in einem Western Blot
in der Arbeit von Wang et al. gezeigt wurde (Wang et al., 2012). Stattdessen wird bei der
UM-SCC-11b das Protein Wip1 vermehrt exprimiert. Dieses ist ein Regulator der DNA
damage response (DDR) und moduliert so die Zellantwort auf einen DNA-Schaden

(Wang et al., 2012), was meine Ergebnisse erklaren konnte.

4.5 Wirkung von BEZ235 in Kombination mit Cisplatin und Bestrahlung

Sowohl bei den HPV-negativen als auch bei den HPV-positiven Zelllinien verstarkt
BEZ235 den Effekt der Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin. Der Effekt des
BEZ235 beruht auf der Inhibition des NHEJ (Schotz et al., 2020). Durch die Behandlung
mit Cisplatin werden DSB induziert, welche nun nicht mehr suffizient in der G1-Phase
repariert werden kdnnen (Schotz et al., 2020). Dadurch dass man die Zellen zusatzlich
bestrahlt, ist das Risiko hoher, mehr letale Schaden in der Zelle zu erzielen, da diese auch
DSB induzieren. Dieser Effekt ist bei den HPV-positiven Zelllinien noch starker
ausgepragt als bei den HPV-negativen Zelllinien. Womoglich liegt dies an dem Defekt
der HR bei den HPV-positiven Zelllinien. Nach Bestrahlung beobachtet man bei diesen
namlich, dass die HPV-positiven Zelllinien weniger Rad51-Foci ausbilden (Ziemann et al.,
2017) und erklart, warum die HPV-positiven Zelllinien radiosensibler als die HPV-
negativen Zelllinien sind (Kranjc Brezar et al., 2020).

In anderen Studien wurden ebenfalls Substanzen gesucht, die die Kombination aus
Bestrahlung und Cisplatin verstarken. So konnte bei den NSCLC-Zellen das orale
Antidiabetikum Metformin als potenter Wirkverstarker identifiziert werden (Riaz et al.,

2019). An den humanen NSCLC-Zelllinien A549 und H460 wurde im Koloniebildungstest
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das zelluldre Uberleben hinsichtlich einer Behandlung mit Metformin (Konzentration 1
mM und 2 mM) oder Cisplatin (Konzentration 1 uM) oder der Kombination beider
Medikamente getestet. Zuvor wurden die Zelllinien jeweils mit 0, 2, 4 oder 6 Gy
bestrahlt. Es zeigte sich dabei, dass Metformin alleine eine radiosensibilisierende
Wirkung auf diese Zelllinien ausibt (p<0,0001, ANOVA F-test) und zeigte in
Kombination der Bestrahlung mit Cisplatin fiir die A549-Zellen supra-additive Effekte (p
= 0,018) und fir die H460-Zellen additive Effekte (p = 0,71) (Riaz et al., 2019). Bei
Zervixkarzinomzellen konnte die Wirkungsverstarkung der Behandlung aus Bestrahlung
und Cisplatin durch den PARP-Inhibitor Olaparib im Koloniebildungstest nachgewiesen
werden (IJff et al., 2021). Vier Zervixkarzinomzelllinien wurden in Kombinationen aus
Hyperthermie (42 °C), Cisplatin (0,3 - 0,5 uM), Bestrahlung (2 - 6 Gy) und Olaparib (4,0 -
5,0 uM) behandelt. Dabei konnte festgestellt werden, dass Olaparib sowohl bei der
Bestrahlung mit Cisplatin als auch bei der Bestrahlung mit Hyperthermie zu einem
niedrigeren zelluldren Uberleben fiihrt. Die Vierfachkombination brachte im Gegensatz
zur Tripel-Therapie keinen weiteren Vorteil (UJff et al., 2021).

Anders als in meiner Arbeit fir BEZ235 an HNSCC-Zelllinien demonstriert, kann der
Multikinase-Inhibitor Sorafenib die Wirkung aus Bestrahlung und Cisplatin bei den
HNSCC nicht verstarken (Mockelmann et al.,, 2016). Im Koloniebildungstest
beobachteten Mockelmann et al., dass Sorafenib bei der HNSCC-Zelllinie FaDU die
Cisplatin-induzierte Strahlensensibilisierung aufhebt und in zwei anderen HNSCC-
Zelllinien (SAS und UT-SCC-60B) diese nicht beeinflusst, wahrend es einzig in der HNSCC-
Zelllinie UT-SCC-42A eine leichte Sensibilisierung in niedrigen Dosisbereichen zeigte
(Mockelmann et al., 2016). Die Arbeitsgruppe um Zeng et al. zeigte im
Koloniebildungstest an der HPV-positiven Zelllinie UM-SCC-47, dass das zelluldre
Uberleben durch die Kombination aus Cisplatin und Bestrahlung mit dem CHK1/2-
Inhibitor Prexasertib nicht weiter gesenkt werden kann (Zeng et al., 2020). Die Autoren
nennen als Ursache, dass die UM-SCC-47 bereits auf die alleinige Strahlung sehr sensitiv
reagiert (Zeng et al., 2020). Im Gegensatz zu Prexasertib konnte in dieser Arbeit fiir
BEZ235 gezeigt werden, dass die UM-SCC-47 durch die Behandlung mit BEZ235 und
Cisplatin noch strahlensensitiver wird (Abb. 17b, P = 0,05). An den HPV-negativen
HNSCC- Zelllinien UM-SCC-1 sowie UM-SCC-6 wurde ebenfalls die Tripelkombination aus

Cisplatin, Bestrahlung und Prexasertib im Koloniebildungstest angewendet (Zeng et al.,
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2020). Hierbei zeigte sich eine Zunahme der Strahlenempfindlichkeit. Fir BEZ235 spricht
jedoch, dass es in unserer Publikation an vier HPV-negativen und fiinf HPV-positiven
Zelllinien getestet wurde und zeigte dabei unabhidngig vom HPV-Status eine
strahlensensibilisierende Wirkung bei simultaner Behandlung mit Cisplatin und
Bestrahlung (Subtil et al., 2022). Dies konnte ich zudem in dieser Arbeit bestatigen (Abb.
17b).

Kombiniert man die Bestrahlung mit Cisplatin, zeigte sich in meiner Arbeit bei allen
HNSCC-Zelllinien unabhdngig vom HPV-Status nur eine moderate bis keine
Sensibilisierung der Strahlenempfindlichkeit, bei manchen sogar eine Abnahme der
Strahlenempfindlichkeit beim Einsatz von Cisplatin. Dies konnte auch in der Arbeit von
Busch et al. beobachtet werden (Busch et al., 2016). Im Koloniebildungstest wurden
ebenfalls HPV-negative sowie HPV-positive HNSCC-Zelllinien bezlglich ihres zellularen
Uberlebens auf eine kombinierte Behandlung aus Bestrahlung und Cisplatin untersucht.
Auch hier zeigten sich vorwiegend additive Effekte, nur bei einer Minderheit der
Zelllinien waren moderate, synergistische Wirkungen zu beobachten (Busch et al.,
2016). Als Erklarung nennen die Autoren die Heterogenitdat der HNSCC-Zelllinien und
den unterschiedlichen Versuchsaufbau. So verwendeten sie in einer Versuchsreihe die
IC50 von Cisplatin und bestrahlten die Zelllinien drei Tage spater, in einer anderen
Versuchsreihe verwendeten sie die IC75 von Cisplatin mit einer Bestrahlung 6 h nach
Cisplatingabe. Fir die Zelllinie UD-SCC-2 bedeutete die niedrigere 1C50-Konzentration
an Cisplatin mit der verzégerten Bestrahlung eine geringere Uberlebensfraktion als bei
der hoheren IC75-Konzentration mit der friheren Bestrahlung (Busch et al., 2016).
Ziemann et al. aus unserer Arbeitsgruppe stellte ebenfalls heraus, dass die Kombination
aus Bestrahlung und Cisplatin vor allem additive Effekte auf HNSCC-Zelllinien austibt
(Ziemann et al., 2015). Fir die HPV-negative Zelllinie UD-SCC-1 konnten sie im
Koloniebildungstest eine Abnahme der Strahlenempfindlichkeit nachweisen (Ziemann
et al., 2015), wie es in meiner Arbeit an der ebenfalls HPV-negativen Zelllinie UM-SCC-3
zu beobachten war (Abb. 17a und 18a).

Die im klinischen Alltag gangige Therapiekombination aus Bestrahlung und Cisplatin fir
die HNSCC beruht demnach vor allem auf additiven Effekten. In der Klinik konnten durch
die Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin in vielen Studien hohe Heilungsraten bei

den HNSCC erzielt werden (Bernier et al., 2004; Cooper et al., 2004; Mendenhall et al.,
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2006; Szturz et al., 2019). So veroffentlichten Cooper et al., dass die postoperative
Radiochemotherapie mit Cisplatin der alleinigen Radiotherapie hinsichtlich der
lokoregiondren Kontrolle sowie des krankheitsfreien Uberlebens (DFS - disease free
survival) signifikant tberlegen ist (Cooper et al., 2004). Eingeraumt haben die Autoren,
dass durch die Hinzugabe des Cisplatins die Nebenwirkungen unter der Therapie
angestiegen sind (Cooper et al., 2004). Dies macht erneut die Notwendigkeit einer

Therapieoptimierung deutlich.

Flhrt man die Hemmung von Rad51 an den HPV-negativen Zelllinien durch, zeigt sich
bei allen verwendeten Zelllinien eine verstarkte Wirkung von BEZ235 bei der
Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin, was sich in einem niedrigeren zelluldren
Uberleben widerspiegelt (Abb. 18b). Dies erklart sich dadurch, dass neben der
Hemmung des NHEJ durch BEZ235 der andere wichtige Reparaturweg fiir DSB, die HR,
inhibiert ist. Die durch Cisplatin und Bestrahlung induzierten DSB haben einen héheren
letalen Effekt, da weder in der G1- noch in der S- sowie G2-Phase diese DNA-Schaden
repariert werden kénnen. Diese Wirkung von BEZ235 konnte in unserer Publikation
mittels Immunfluoreszenz an der HPV-negativen Zelllinie UM-SCC-3 sowie an der HPV-
positiven Zelllinie UM-SCC-47 bestatigt werden (Subtil et al., 2022). In Zellen der G1-
Phase waren namlich nach der Behandlung mit Cisplatin eine leichte Erhéhung an
YH2AX/53BP1-Foci zu sehen, die unter der Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin
weiter anstiegen. Wurde die Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin um BEZ235
erweitert, wurden die meisten yH2AX/53BP1-Foci in G1-Phase-Zellen gemessen (Subtil
et al.,, 2022), und dies unabhangig vom HPV-Status. Dabei zeigte die HPV-positive
Zelllinie UM-SCC-47 absolut betrachtet mehr yH2AX/53BP1-Foci als die HPV-negative
Zelllinie UM-SCC-3, was sich dadurch erklaren lasst, dass die HR bei den HPV-positiven
HNSCC-Zelllinien defekt ist (Subtil et al., 2022; Ziemann et al., 2017). Eine Weiterfiihrung
dieses Versuches ware es, an HPV-negativen Zelllinien die Hemmung von Rad51 mittels
siRNA-Transfektion durchzufiihren und diese mit Immunfluoreszenz unter oben
genannten Behandlungskombinationen auf die Anzahl von yH2AX/53BP1-Foci zu

untersuchen.
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4.6 Bedeutung des HPV-Status fir die Homologe Rekombination

Erstmalig wurde in dieser Arbeit verdeutlicht, wie das zellulire Uberleben der HPV-
negativen HNSCC-Zelllinien von der HR abhangig ist. Es zeigt sich, dass eine Hemmung
der HR in einem signifikant geringeren Uberleben beziiglich verschiedener
Behandlungskombinationen aus Cisplatin, BEZ235 und Bestrahlung resultiert. Im
Rahmen der Reparatur von DSB steht den Zellen in der spaten S- und der frihen G2-
Phase die HR nicht zur Verfligung. Dies bedeutet fir die Zellen irreparable, letale
Schaden. Es bestatigt sich damit, dass die HR in HPV-negativen HNSCC-Zelllinien intakt
ist.

Anders ist es bei den HPV-positiven HNSCC-Zelllinien. Diese reagieren bei einer
Hemmung von Rad51 unverindert auf Cisplatin hinsichtlich ihres zelluldren Uberlebens.
Dies macht deutlich, dass die HPV-positiven Zelllinien lber eine defekte HR verfiigen,
wie eine andere Arbeit ebenfalls zeigen konnte (Ziemann et al., 2017).

Es zeigte sich in meiner Arbeit, dass HPV-positive Zelllinien sensitiver hinsichtlich des
zelluldren Uberlebens auf Cisplatin ansprechen als HPV-negative Zelllinien. Dies liegt,
wie oben beschrieben, an der defekten homologen Rekombination. Bezliglich der
Cisplatinempfindlichkeit kann somit der positive HPV-Status als molekularer Marker fir
das Ansprechen der Therapie mit Cisplatin fungieren. Auch andere Studien suchen nach
Markern, die das Ansprechen auf eine Behandlung mit Cisplatin vorhersagen (Griso et
al., 2022). Griso et al. arbeiteten dazu verschiedene Mechanismen der Cisplatinresistenz
bei HNSCC heraus. Als moéglichen Marker nannten sie den Transkriptionsfaktor NRF2
(nuclear factor erythroid 2-related factor 2). Fir Cisplatin-resistente HNSCC konnte
gezeigt werden, dass diese eine hohe Expression von NRF2 aufweisen. Dieser fordert die
Translation von Proteinen, die durch Cisplatin induzierte reactive oxygen species (ROS)
abfangen und so zur Cisplatinresistenz beitragen (Griso et al., 2022).

In einer Analyse zu verschiedenen Signalwegen in HNSCC-Zelllinien konnte festgestellt
werden, dass der Fanconi-Anamie/BRCA-Signalweg (FA/BRCA-Signalweg) wichtig fir die
Cisplatinempfindlichkeit ist (Martens-de Kemp et al., 2017). Dieser Signalweg vermittelt
die Reparatur von DNA-Quervernetzungen, welche maRgeblich durch Cisplatin induziert
werden (Chen et al., 2016; Martens-de Kemp et al., 2017). Mittels siRNA-Transfektion
wurden BRCA1 und BRCA2, welche in den FA/BRCA-Signalweg involviert sind,

ausgeschaltet (Martens-de Kemp et al., 2017). Dies hatte zur Folge, dass die Wirkung
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des Cisplatins verstarkt wurde und die Zelliberlebensfahigkeit im MTT-Assay abnahm
(Martens-de Kemp et al., 2017). Ein anderer Marker ist die heterodimere Nuklease
ERCC1-XPF, welche als prognostischer Biomarker hinsichtlich der Wirkung von Cisplatin
bei fortgeschrittenen HNSCC fungiert (Bauman et al., 2013). Cisplatin kann, wie bereits
erwdhnt, DNA-Strange untereinander vernetzen oder innerhalb eines DNA-Stranges
eine Vernetzung aufbauen (Chen et al., 2016). Diese Lasionen werden z.B. durch die NER
(Nukleotid-Exizionsreparatur) repariert, an welcher ERCC1-XPF beteiligt ist (Bauman et
al., 2013). Bauman et al. bestimmten an insgesamt 90 Kopf-Hals-Tumoren, die mit einer
definitiven Radiochemotherapie behandelt wurden, durch Immunhistochemie das
Expressionsniveau von ERCC1. Dabei fanden sie heraus, dass eine hohe Expression von
ERCC1 mit einem niedrigeren progressionsfreien Uberleben assoziiert ist (Bauman et al.,

2013).

4.7 Klinische Relevanz und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Vorbehandlung mit BEZ235 zum einen
die Cisplatinempfindlichkeit in HPV-positiven HNSCC-Zelllinien steigert und zum
anderen, dass die Strahlenempfindlichkeit auch in Kombination mit Cisplatin gesteigert
werden kann. Diese erhohte Strahlensensibilisierung durch BEZ235 geschieht
unabhangig vom HPV-Status. BEZ235 wurde bereits in einer Phase-lI-Studie als
Monotherapie angewendet, welche aufgrund von Nebenwirkungen vorzeitig beendet
werden musste (NCT01856101). Wie Rodon et al. jedoch feststellten, sind diese
Nebenwirkungen konzentrationsabhangig (Rodon et al., 2018). In meinem Experiment
konnte gezeigt werden, dass bereits eine Konzentration von 50 nM BEZ235 eine
Strahlensensibilisierung im Koloniebildungstest hervorruft. Unter anderem werden
aktuell in Studien die PI3K-Inhibitoren BKM120 sowie GDC0980 fiir die HNSCC getestet,
welche jedoch weniger effektiv beztglich ihrer Wirkung sind (Glorieux et al., 2020).

Die hier gezeigten Untersuchungen sind an Zellkulturen durchgefiihrt worden. Damit
sind diese Ergebnisse nicht ohne Weiteres auf den Menschen (ibertragbar. In einem
nachsten Schritt sollte dieser Ansatz auch in vivo in einem Tumormodell iberprift
werden. Eine Idee ware zum Beispiel, diese Untersuchungen an frischem Tumormaterial
mittels ex-vivo Assays durchzufiihren, um so auch die Reaktion des Tumormilieus zu

beurteilen.  Auch sollte Uberprift werden, inwieweit BEZ235 eine
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strahlensensibilisierende Wirkung im Normalgewebe hat — hierzu fehlen aktuell
Untersuchungen.

Fiir die Zukunft konnten die hier vorgestellten Ergebnisse dazu beitragen, ein neues
Interesse an dem dualen Inhibitor BEZ235 zu wecken, um die Wirkung von BEZ235 in
Kombination mit einer Radiochemotherapie in einer neuen klinischen Studie mit HNSCC
zu untersuchen. Die Verstarkung der Radiochemotherapie durch BEZ235 kénnte zu
einer Reduzierung der Cisplatinkonzentration fihren, wodurch die Nebenwirkungen der
Therapie verringert werden konnten. Somit kdnnte diese Tripel-Kombination ein klinisch
vielversprechender Ansatz sein, um bessere Prognosen bei gleichzeitig geringeren

Nebenwirkungen zu erzielen.
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5. Zusammenfassung

Die Kopf-Hals-Karzinome (HNSCC) sind weltweit betrachtet die sechst haufigste
Tumorerkrankung des Menschen und weisen eine steigende Inzidenz auf. Zu den
Risikofaktoren zahlen neben dem Konsum von Alkohol und Nikotin die Infektion mit dem
humanen Papillomavirus, hiufig des Typs 16. Atiologisch unterscheidet man somit
zwischen HPV-negativen und HPV-positiven HNSCC.
Die multimodale Therapie der beiden Entitaten ist identisch. Neben der Operation wird
eine Strahlentherapie in Kombination mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin als
definitive oder adjuvante Behandlung angewendet. Die 5-Jahres-Uberlebensraten
liegen bei den HPV-positiven HNSCC bei ca. 85%, wahrend sie hingegen bei den HPV-
negativen HNSCC bei circa 50% stagnieren. Aufgrund der Toxizitat des Cisplatins sowie
der Radiotherapie gehen diese Behandlungen mit erheblichen Nebenwirkungen und
Einschrankungen der Lebensqualitat einher.
Wie vorangegangene Experimente im Labor bereits gezeigt haben, kann der
P13K/Akt/mTOR-Signalweg effektiv durch NVP-BEZ235 (BEZ235) inhibiert werden. Dies
flhrt zu einer Strahlensensibilisierung unabhangig vom HPV-Status.
In dieser Dissertation sollte geklart werden, inwieweit der HPV-Status Einfluss auf das
zelluldre Uberleben hat, wenn man die homologe Rekombination (HR) tiber Hemmung
ihres Schllsselproteins Rad51 mittels siRNA-Transfektion inhibiert. Dies wurde an drei
HPV-negativen (Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3) sowie an zwei HPV-positiven (UM-SCC-
47, UD-SCC-2) Zelllinien demonstriert. Nach der Hemmung von Rad51 wurden die Zellen
mit Cisplatin, BEZ235 oder einer Bestrahlung behandelt. Zudem wurden die
verschiedenen Therapien auch untereinander kombiniert. Das zellulire Uberleben
wurde mittels des Koloniebildungstests ermittelt. Die Hemmung von Rad51 wurde
durch den Western Blot bewiesen.
Folgende Beobachtungen konnten festgehalten werden:
1. Die Plattierungseffizienz nimmt unabhdngig vom HPV-Status nach der Hemmung
von Rad51 je nach Zelllinie mehr oder weniger stark ab.
2. Waihrend die HPV-negativen Zelllinien nach der Hemmung von Rad51 eine héhere
Cisplatinempfindlichkeit aufweisen, bleibt diese bei den HPV-positiven Zelllinien

identisch.
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3. Die Vorbehandlung mit BEZ235 50 nM zeigt bei den nativen HPV-negativen Zelllinien
(Ausnahme UM-SCC-11b) keine Wirkung in Kombination mit Cisplatin im Gegensatz
zu den HPV-positiven Zelllinien.

4. Beieiner Hemmung von Rad51 verhalten sich die HPV-negativen Zelllinien bei einer
Vorbehandlung mit BEZ235 und anschlieRender Cisplatingabe wie native HPV-
positive Zelllinien.

5. Die Kombination aus Bestrahlung und Cisplatin zeigt bei den HPV-negativen
Zelllinien gegeniber einer alleinigen Bestrahlung additive Effekte. Bei einer
Hemmung von Rad51 sinkt das zellulire Uberleben unter dieser Kombination
ebenfalls nicht.

6. Die Kombination aus Bestrahlung und BEZ235 zeigt bei den HPV-negativen Zelllinien
einen Vorteil hinsichtlich eines niedrigeren zelluliren Uberlebens. Bei einer
Herabregulation von Rad51 sinkt das zelluldre Uberleben unter dieser Kombination
weiter.

7. Die Triple-Therapie aus BEZ235, Cisplatin und Bestrahlung zeigt sowohl bei HPV-
negativen als auch bei HPV-positiven Zelllinien das niedrigste zellulire Uberleben.
Dieses lasst sich noch weiter senken, wenn die HPV-negativen Zelllinien eine

Herabregulation von Rad51 erfahren.

Diese Arbeit bestatigt somit, dass die HPV-positiven Zelllinien tber eine defekte HR
verfligen, wahrend sie bei den HPV-negativen Zelllinien intakt ist. Dies kdnnte die
besseren Prognosen der HPV-positiven HNSCC erklaren. Schaltet man Rad51, ein
Schlisselprotein der HR, in den HPV-negativen Zelllinien aus, beobachtet man unter
Behandlung mit Cisplatin, BEZ235 und/oder Bestrahlung ein &ahnliches zelluldres
Uberleben wie bei den HPV-positiven Zelllinien.

Es zeigte sich zudem, dass BEZ235 eine ausgepragte strahlensensibilisierende Wirkung
hat und in der Kombination mit einer Bestrahlung und Cisplatin das niedrigste zelluladre
Uberleben erreichte. Zukiinftig ist zu untersuchen, ob diese in vitro gemachten
Ergebnisse der Triple-Therapie auch in einer klinischen Studie zu fortgeschrittenen
HNSCC reproduzierbar sind. Dies konnte dazu flihren, dass die Nebenwirkungen durch
Reduktion der Cisplatinkonzentration verringert sowie die Prognosen der HNSCC durch

eine erhohte Wirksamkeit der Radiochemotherapie verbessert werden.
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6. Summary

Head and neck cancer (HNSCC) is the sixth most common tumor worldwide and shows
an increasing incidence. In addition to consumption of alcohol and nicotine, the risk
factors include infection with the human papilloma virus, often type 16. Etiologically, a
distinction is made between HPV-negative and HPV-positive HNSCC.
The multimodal therapy of these two entities is identical. In addition to surgery,
radiotherapy is used in combination with the chemotherapy drug cisplatin as definitive
or adjuvant treatment. The 5-year survival rate for HPV-positive HNSCC is around 85%,
while it stagnates at around 50% for HPV-negative HNSCC. Due to the strong toxicity of
cisplatin and radiotherapy, these therapies are associated with significant side effects
and reduced quality of life.
As previous experiments in the laboratory have shown, the PI3K/Akt/mTOR signaling
pathway can be effectively blocked by NVP-BEZ235 (BEZ235). This leads to radiation
sensitization regardless of HPV status.
In this dissertation, it should be clarified to what extent the HPV status influences
cellular survival if homologous recombination (HR) is inhibited via knockdown of its key
protein Rad51 using siRNA transfection. This was demonstrated in three HPV-negative
(Cal-33, UM-SCC-11b, UM-SCC-3) and two HPV-positive (UM-SCC-47, UD-SCC-2) cell
lines. After knockdown of Rad51 cells were treated by cisplatin, BEZ235 or irradiation.
In addition, various therapies were also combined with each other. Cellular survival was
determined using colony formation assay. Knockdown of Rad51 was demonstrated by
Western blot.
Following observations were made:
1. Plating efficiency decreases to a greater or lesser extent depending on cell line,
regardless of the HPV-status after knockdown of Rad51.
2. While HPV-negative cell lines show a higher sensitivity to cisplatin after Rad51
knockout, this remains identical in HPV-positive cell lines.
3. Pretreatment with BEZ235 50 nM shows no effect in native HPV-negative cell lines
(exception UM-SCC-11b) in combination with cisplatin in contrast to HPV-positive

cell lines.
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4. If Rad51 is knocked down, HPV-negative cell lines behave like native HPV-positive
cell lines when pretreated with BEZ235 and then given cisplatin.

5. Combination of irradiation and cisplatin shows additive effects in HPV-negative cell
lines compared to irradiation alone. If Rad51 is knocked down, cellular survival does
not decrease under this combination either.

6. Combination of irradiation and BEZ235 shows an advantage in terms of lower
cellular survival in HPV-negative cell lines. If Rad51 is knocked down, cellular survival
is further reduced under this combination.

7. Triple therapy of BEZ235, cisplatin and irradiation shows the lowest cellular survival
in both HPV-negative and HPV-positive cell lines. This can be reduced even further if

Rad51 is knocked down in HPV-negative cell lines.

This work thus confirms that HPV-positive cell lines have a defective HR, while it is intact
in HPV-negative cell lines. This could explain the better prognosis of HPV-positive
HNSCC. When Rad51, a key protein of HR, is knocked down in HPV-negative cell lines,
cellular survival is similar to that seen in HPV-positive cell lines under treatment with
cisplatin, BEZ235 and/or irradiation.

BEZ235 was also found to have a pronounced radiosensitizing effect and achieved the
lowest cellular survival when combined with irradiation and cisplatin. Future research is
needed to determine whether these results of triple therapy made in vitro can be
reproduced in a clinical trial of advanced HNSCC. This could lead to a reduction in side
effects by reducing the concentration of cisplatin, as well as an improvement in the

prognosis of HNSCC by increasing the efficacy of radiochemotherapy.
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