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1 EINLEITUNG 

1.1 Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region 

1.1.1 Einführung 

Kopf-Hals-Tumoren (HNSCC) sind eine sehr heterogene Gruppe von 

Tumorerkrankungen. Anhand ihrer anatomischen Lokalisation werden die Karzinome in 

Tumore der Nasenhaupt- und Nebenhöhlen, Mundhöhle, Naso-, Oro- und 

Hypopharynx sowie des Larynx unterteilt. Bei Männern entfallen ca. 30 % aller HNSCC 

auf die Mundhöhle, 28% auf den Oropharynx, 23% auf den Larynx und 12% auf den 

Hypopharynx. Bei Frauen sind dies die Anteile 40, 26, 14 und 7% (RKI 2019).  

1.1.2 Ätiologie und Epidemiologie 

Als Ursache für das Entstehen von HNSCC wird vor allem der erhöhte Konsum von 

Alkohol und Tabak angesehen (RKI 2019). Seit ca. 1980 wird aber vermehrt das 

Auftreten von HNSCC beobachtet, die durch einen Humanen Papillomavirus und da 

insbesondere HPV-16 und HPV-18 induziert werden. Daher wird aktuell zwischen 

HPV-negativen (verursacht durch Alkohol und Tabak) und HPV-positiven (verursacht 

durch HPV-Viren) unterschieden. Sowohl hinsichtlich Tumorbiologie, Therapie-

ansprechen sowie Prognose handelt es sich hierbei um zwei ganz eigenständige 

Entitäten. Auch bezüglich der Lokalisation bestehen große Unterschiede. HPV-

induzierte Tumoren treten vor allem im Zungengrund, dem oberen Rachenabschnitt 

(Oropharynx), sowie den Rachenmandeln auf. Für die anderen Lokalisationen ist vor 

allem erhöhter Tabak- und Alkoholkonsum von Bedeutung (RKI 2019). 

HNSCC ist weltweit die sechsthäufigste Tumorentität mit ab dem Jahr 1990 generell 

leicht sinkender Inzidenz (Ferlay et al. 2010, RKI 2019, Sano und Oridate 2016). 

Dagegen wird für HPV-pos. HNSCC eine Zunahme beobachtet (Chaturvedi et al. 2013, 

Tinhofer et al. 2015). Hierbei handelt es sich vor allem um Oropharynx- und 

Mundhöhlenkarzinome. Der Anteil HPV-positiver Tumoren an allen HNSCC variiert 

zwischen 20 bis 30% (Ang et al. 2010, Mehanna et al. 2013, Reuschenbach et al. 

2019, Tinhofer et al. 2015). 

In Deutschland erkrankten 2016 ca. 18.000 Patienten an einem Tumor des oberen 

Aerodigestivtrakts, davon etwa 13.000 Männer und 5.000 Frauen. Etwa 5.500 Männer 

bzw. 1.700 Frauen verstarben an dieser Tumorerkrankung (RKI 2019). 

1.1.3 Tumorgenese HPV-negativer und -positiver HNSCC 

Die Tumorgenese ist generell ein mehrstufiger Prozess mit Akkumulation 

bestimmter genetischer Veränderungen, die Auswirkungen auf zentrale zelluläre 

Prozesse wie Zellteilung, Zellwachstum und Zelltod haben (Hanahan und Weinberg 
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Abb. 1: Deregulation des Zellzyklus durch E6 und E7 bei Transfektion mit HPV 
Durch E6 und E7 werden in der Zelle über die Inaktivierung von TP53 bzw. RB die 
Zellzykluskontrolle insbesondere nach Schädigung der DNA verhindert (Abb. aus Leemans 
et al. 2011). 

2011). Bezüglich dieser Tumorgenese unterscheiden sich HPV-negative und positive 

HNSCC erheblich, was zu großen Unterschieden in den molekularen Eigenschaften 

und damit auch Therapieansprechen führt. 

Ursache von HPV-negativen HNSCC sind lang andauernde Expositionen mit 

pathogenen Substanzen, die zu Epithelreaktionen wie Hyperplasie und Hyperkeratose 

führen. In Folge dieser Reaktionen entwickeln sich über verschiedene histopatholo-

gische Stadien transformierte Zellen bis hin zum invasiven Karzinom mit Metasta-

sierung (Chin et al. 2004, Leemans et al. 2011). Hierbei entstehen Zellklone mit einer 

Vielzahl an willkürlich über das gesamte Genom verteilten Mutationen wie u.a. in dem 

Tumorsuppressorprotein TP53 und dem Protoonkogen pRb (Leemans et al. 2011, 

Sano und Oridate 2016). Diese Mutationen bewirken einen Verlust von Kontrollmecha-

nismen im Zellzyklus und erlauben eine unkontrollierte Zellprogression. Zusätzliche 

Mutationen im Rezeptor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR), des Cyclin-

abhängigen Kinase-Inhibitors 2A (CDKN2A), der Phosphatase PTEN, der 

Phosphoinositid-3-Kinase PIK3CA, des HRAS, sowie im PIK3CA treiben die 

Proliferation der Tumorzellen voran (Sheu et al. 2009, Stransky et al. 2011). 

Die Karzinogenese von HPV-positiven HNSCC wird durch die Transformation von 

epithelialen Basalzellen mit humanen Papillomaviren (HPV) und da insbesondere den 

HPV-Typen 16, 18, 33 und 35 bewirkt (Leemans et al. 2011). Initial entscheidend ist 

die Integration der Virus-DNA in das Wirtsgenom. Dies führt zur Expression der beiden 

Virusonkogene E6 und E7 (Abb. 1). E7 bewirkt eine Hyperphosphorylierung und damit 

einen proteasomalen Abbau des Retinoblastomproteins (Rb). Rb ist am G1/S-
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Checkpoint beteiligt und blockiert bei geschädigter DNA durch Bindung an 

Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie den Eintritt der Zelle in die S-Phase. Wird pRb 

jedoch vorab abgebaut, so kommt es zur Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F 

und damit zur unkontrollierten Zellproliferation (Leemans et al. 2011). E6 bewirkt über 

eine Polyubiquitinierung den proteasomalen Abbau des Tumorsuppressors p53. In den 

HPV- pos. Zellen liegt somit kein oder nur eine sehr geringe Menge an aktivem p53 

vor, so dass bei Schädigung der DNA nicht der G1-Arrest ausgelöst wird und den 

Zellen Zeit für eine DNA-Reparatur gegeben wird (Leemans et al. 2011). Über das 

Aussetzen der Zellzykluskontrolle bewirken E6 und E7 gemeinsam, dass sich weitere 

Mutationen in den Zellen etablieren können und so eine Transformation der Zelle und 

damit Entstehen eines Tumors möglich ist (Leemans et al. 2011).   

1.2 Therapie  

Tumoren der Kopf-Hals-Region werden in Deutschland entsprechend der S3-

Leitlinien mittels eines multimodalen Therapiekonzepts bestehend aus den drei Säulen 

Chirurgie, Radiotherapie und Chemotherapie behandelt (Onkologie 2019).  

Bei HNSCC-Tumoren im frühen Stadium (I und II) erfolgt in der Regel eine 

unimodale Therapie, bei der der Tumor entweder chirurgisch entfernt wird oder 

alternativ eine primäre Radiotherapie durchgeführt wird. Bei fortgeschrittenen Tumoren 

im Stadium III und IV erfolgt eine risikoadaptierte Therapie, wobei die chirurgische 

Behandlung entweder mit einer alleinigen Bestrahlung oder mit einer Kombination aus 

Bestrahlung und Chemotherapie kombiniert wird. 

1.3 Strahlentherapie 

Ziel der Strahlentherapie ist es, durch eine fokussierte Bestrahlung des Tumors alle 

Tumorzellen abzutöten, um dadurch eine lokale Kontrolle zu erreichen (Dikomey et al. 

2016, Dikomey et al. 2012).  

Die Gesamtdosis der Strahlentherapie liegt beim kurativen Ansatz bei 72-74 Gy und 

beim adjuvanten Konzept bei 60 Gy. Je nach Therapiekonzept kann dabei die 

Bestrahlung mit einer konventionellen Fraktionierung von 1,8 bis 2 Gy pro Fraktion in 5 

Tagen pro Woche erfolgen, als akzelerierte Fraktionierung mit mehr als 10 Gy pro 

Woche oder auch hyperfraktioniert mit täglich zwei Einzeldosen von 1,1 bis 1,2 Gy pro 

Fraktion (Bourhis et al. 2012, Mazeron et al. 2009, Tasoulas et al. 2021). 

1.3.1 DNA-Schädigung 

Die Wirkung der Strahlentherapie auf Zellen und Gewebe beruht in erster Linie auf 

der Schädigung der DNA durch direkte oder indirekte Ionisation (Dikomey et al. 2016, 
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Dikomey et al. 2012). Hieraus entstehen eine Vielzahl an DNA-Schäden 

unterschiedlicher Komplexizität. Pro Gy sind dies ca. 1000 Einzelstrangbrüche (ESB), 

ca. 2000 Basenschäden (BD) und ca. 30 Doppelstrangbrüche (DSB) (Dikomey et al. 

2016, Dikomey et al. 2012).  

1.3.2 DNA-Reparatur 

Um die Stabilität des Genoms zu gewährleisten, sind Zellen in der Lage, DNA-

Schäden sehr effektiv zu erkennen und zu beseitigen. Dazu kommt es nach DNA-

Schädigung zur Aktivierung eines Netzwerks, was auch als DNA damage response 

(DDR) bezeichnet wird (Dikomey et al. 2016, Dikomey et al. 2012). Entscheidend ist 

hierbei die Aktivierung der Proteine ATM (ataxia telangiectasia mutated), ATR (ataxia 

telangiectasia and Rad3 related) sowie DNA-PK (DNA-dependent protein kinase) 

(Dikomey et al. 2016, Dikomey et al. 2012). 

DNA-Schäden wie ESB und BD, welche nur einen DNA-Strang betreffen, werden 

von den Reparaturmechanismen der Zellen sehr schnell erkannt und weitgehend 

fehlerfrei repariert.  

Auch DSB werden von der Zelle sehr schnell erkannt. Ihre Reparatur ist aber 

aufgrund der Schädigung beider DNA-Stränge wesentlich komplexer und beinhaltet 

das Risiko für eine fehlerhafte Reparatur, welche zu einer Mutation oder sogar zum 

Absterben der Zelle führen kann (Dikomey et al. 2016, Dikomey et al. 2012). Für die 

Reparatur der DSB stehen der Zelle mehrere Mechanismen zur Verfügung. Der 

wichtigste Mechanismus ist hierbei das NHEJ (engl. non-homologous end-joining). Bei 

diesem Prozess erfolgt eine direkte Verknüpfung der DNA-Bruchenden, ohne dass 

eine homologe Kopie des Doppelstranges vorliegen muss (Hoeijmakers 2001). NHEJ 

ist in allen Zellzyklusphasen aktiv. Diese Reparatur ist insgesamt sehr fehlerhaft und 

geht häufig mit Mutationen sowie auch Translokationen oder Deletionen einher.  

Die Reparatur mittels Homologer Rekombination (HR) ist ein weiterer wichtiger 

Mechanismus (Dikomey et al. 2016, Dikomey et al. 2012). Bei diesem Prozess wird für 

die Reparatur des DSB das intakte Schwesterchromatid als Vorlage genutzt. Diese 

Reparatur ist daher auf die späte S- und G2-Phase beschränkt (Hoeijmakers 2001). 

Die Reparatur ist weitgehend fehlerfrei.  

Neben den klassischen Reparaturwegen NHEJ und HR existieren noch sogenannte 

Ersatzwege wie das alternative Endjoining (Alt-EJ) sowie das Single-strand Annealing 

(SSA), die vor allem in Tumorzellen aktiv sind (Dikomey et al. 2016, Dikomey et al. 

2012). Beide Reparaturwege sind sehr fehlerhaft (Iliakis et al. 2015, Kasten-Pisula et 

al. 2009). 
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1.4 Radiochemotherapie 

Bei der Behandlung von HNSCC wird die Radiotherapie sehr oft mit einer 

Chemotherapie kombiniert (Mazeron et al. 2009). Dabei kann es verschiedene Abläufe 

geben. Bei der simultanen Radiochemotherapie (RCT) finden beide Behandlungen 

parallel statt. Dabei erfolgt in der Regel die Gabe der Zytostatika 30 Minuten vor der 

Bestrahlung. Die weiteren Intervalle richten sich nach dem jeweils angewendeten 

Strahlentherapieschema. Die Radiochemotherapie kann allein (definitive RCT) oder in 

Kombination mit einer chirurgischen Therapie durchgeführt werden. Bei letzterem wird 

zwischen einer adjuvanten und einer neo-adjuvanten RCT unterschieden. Bei einer 

adjuvanten RCT, wie sie häufig bei HNSCC durchgeführt wird, erfolgt zunächst die 

operative Entfernung des Tumors gefolgt von einer Nachbehandlung mit RCT. Bei 

einem neo-adjuvanten Regime soll durch die Vorbehandlung mit einer RCT der Tumor 

verkleinert und damit die Chancen für eine effektive Chirurgie erhöht werden.   

Je nach Tumorentität werden ganz unterschiedliche Zytostatika verwendet. Die am 

häufigsten eingesetzten Substanzen sind 5-Fluoruracil, Mitomycin C und Cisplatin, 

sowie auch Antikörper wie Cetuximab (Mazeron et al. 2009,  Budach et al. 2016, Zeller 

2016).   

Abb. 2: Cisplatin, Aktivierung und DNA-Schädigung 
A) Intrazelluläre Aktivierung von Cisplatin durch zweifache Reaktion mit Wasser.  
B)   Schädigung der DNA durch Bildung von Intra- und Interstrang-Vernetzungen. (Abb. aus 
Rocha et al. 2018). 

https://de.wikipedia.org/wiki/5-Fluoruracil
https://de.wikipedia.org/wiki/Mitomycin_C
https://de.wikipedia.org/wiki/Cisplatin
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1.4.1 Cisplatin 

Cisplatin gilt als die wichtigste Komponente der Radiochemotherapie. Diese 

Substanz wurde 1844 erstmalig von dem italienischen Chemiker Michele 

Peyrone synthetisiert (Zeller 2016). Cisplatin ist ein planarer Komplex, der am 

zentralen Platinatom zwei cis-ständige Chloridliganden und zwei Amminliganden 

gebunden hat (Abb. 2B). Cisplatin muss in der Zelle noch aktiviert werden, indem die 

Chloridoliganden durch Wasser ersetzt werden, wodurch ein Aqua- bzw. ein Hydroxid-

Komplex entsteht (Abb. 2A).  

Der Hydroxid-Komplex kann mit der DNA Querverknüpfungen bilden (Abb. 2B). 

Hierbei ist zwischen Intrastrang- (ISA) und Interstrang-Quervernetzungen (ICL) zu 

unterscheiden, wobei die Vernetzungen innerhalb eines Stranges wesentlich häufiger 

sind als die Vernetzungen zwischen den gegenüberliegenden Strängen (Abb. 2B). ICL 

sind dabei wesentlich toxischer insbesondere für proliferierende Zellen, da sie wegen 

der kovalenten Bindung an beide Stränge die Auftrennung der DNA-Doppelhelix 

verhindern, wodurch sowohl die Transkription als auch die Replikation gehemmt wird 

(Deans und West 2011).  

1.4.2 Reparatur der Cisplatin-Addukte 

Die Reparatur der Cisplatin-Addukte kann je nach Bedingung durch ganz 

unterschiedliche Reparaturwege erfolgen. An der Reparatur sind vor allem die 

Nukleotid-Exzisionsreparatur (NER) und der Fanconi-Anämie-Signalweg, sowie auch 

HR und NHEJ beteiligt (Chen et al. 2016, Damia und Broggini 2019, Rocha et al. 2018, 

Rodríguez und D'Andrea 2017). 

Intrastrang-Addukte (ISA) werden vor allem über das NER erkannt und beseitigt 

(Rocha et al. 2018). Bei dieser Reparatur wird das ISA herausgeschnitten, wobei ca. 

30 Nukleotide entfernt werden. Mit dem intakten gegenüberliegenden Strang als 

Vorlage kann mittels Reparatursynthese die Lücke wieder geschlossen werden. 

Befindet sich die Zelle gerade in der S-Phase, kann durch das Zusammentreffen der 

Lücke mit einer Replikationsgabel ein DSB entstehen. Dieser DSB wird dann über die 

Replikations-abhängige HR repariert. Die Reparatur von ICLs ist wesentlich komplexer, 

da beide Stränge beschädigt sind. Bei der Entfernung des ICLs mittels NER entsteht 

daher in der Regel ein DSB, der mittels NHEJ oder HR repariert werden kann.  

1.4.3 Cisplatin in der Krebstherapie 

Cisplatin wurde schon 1974 bei der Behandlung von Hodenkrebs eingesetzt 

(Alderden et al. 2006). Heute wird Cisplatin bei einer großen Anzahl an Tumorentitäten 

wie Ovar- und Zervixkarzinom, Blasenkrebs, Melanom, Lymphome sowie Kopf-Hals-

Tumoren verwendet (Alderden et al. 2006, Rocha et al. 2018).  

https://de.wikipedia.org/wiki/Michele_Peyrone
https://de.wikipedia.org/wiki/Michele_Peyrone
https://de.wikipedia.org/wiki/Komplexchemie
https://de.wikipedia.org/wiki/Ligand
https://de.wikipedia.org/wiki/Aquakomplexe
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Die Wirkung von Cisplatin in Kombination mit einer Strahlentherapie wurde 

erstmalig an 27 Patienten mit fortgeschrittenem Krebs im Nasenrachenraum getestet 

(Al-Sarraf et al. 1990). Im Vergleich zu HNSCC-Patienten aus früheren Studien, die 

allein mit einer Strahlentherapie behandelt wurden, wurde bei einer 

Nachbeobachtungszeit von 4 Jahren eine Zunahme im Gesamtüberleben von ca. 30 

auf 55% erreicht. Allerdings war dies begleitet mit einem deutlichen Anstieg an z.T. 

schweren Nebenwirkungen (Al-Sarraf et al. 1990). In der finalen Auswertung dieser 

Studie mit 52 Patienten (Al-Sarraf et al. 1997) zeigte sich bei einer 

Nachbeobachtungszeit von 2 Jahren zwar immer noch ein deutlicher Unterschied in 

der lokalen Kontrolle (RCT=80% vs. RT=66%), wohingegen der Gewinn im 

Gesamtüberleben nur noch marginal war (RCT=52% vs. RT=50%). Allerdings waren 

weiterhin deutlich mehr schwere Nebenwirkungen nach der RCT zu beobachten.  

Die erste umfassende Studie mit einer adjuvanten Anordnung mit insgesamt 416 

HNSCC-Patienten zeigte einen deutlichen Vorteil für die RCT (Cooper et al. 2004). 

Nach RT lag das Krankheitsfreie-Überleben bei einer Nachbeobachtungszeit von 5 

Jahren nur bei 26% nach RCT jedoch bei 35% (Abb. 3A). Allerdings wurden auch bei 

dieser Studie nach der RCT deutlich mehr akute Nebenwirkungen (Abb. 3B) 

beobachtet. Keine Unterschiede ergaben sich dagegen für die späten Nebenwirkungen 

(Abb. 3B). 

Diese Ergebnisse wurden durch weitere Studien bestätigt (Bernier et al. 2004, 

Mendenhall et al. 2006). Es wurde außerdem gezeigt, dass noch höhere Heilungsraten 

erreicht werden können, wenn bei der RCT Cisplatin mit anderen Agentien wie 5-

Fluorouracil und Taxanen kombiniert wurde (Budach et al. 2016).  

Wurde dagegen bei der RCT auf die Gabe von Cisplatin verzichtet, um die 

Abb. 3: Radiochemotherapie (RCT) mit Cisplatin bei fortgeschrittenem HNSCC 
A) Krankheitsfreies Überleben beim fortgeschrittenen HNSCC nach Radiochemotherapie 
(RCT) im Vergleich zu einer Radiotherapie (RT) bei einer adjuvanten Anordnung. B) Akute 
und späte Nebenwirkungen der HNSCC-Patienten. Daten aus Cooper et al. (Cooper et al. 
2004) 
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Nebenwirkungen zu reduzieren, konnte im Vergleich zur alleinigen RT keine 

Verbesserung erreicht werden (Tobias et al. 2010). Basierend auf diesen Daten hat 

sich die Cisplatin-basierte Radiochemotherapie als fester Bestandteil bei der 

Behandlung von vor allem fortgeschrittenen HNSCC etabliert. Aufgrund der hohen 

akuten Nebenwirkungen dieser Behandlung wird aber weiterhin die große 

Notwendigkeit gesehen, weniger toxische Alternativen zu entwickeln. 

1.4.4 Wirkung von Cisplatin auf die zelluläre Strahlenempfindlichkeit 

Für die starke und eindeutige Wirkung von Cisplatin in Kombination mit einer 

Radiotherapie auf die Tumorheilung werden sowohl additive als auch synergistische 

Effekte verantwortlich gemacht. Der additive Effekt wird durch die komplementäre 

Wirkung von Cisplatin und Strahlung erklärt. Dabei wird angenommen, dass Cisplatin 

vor allem auf Zellen in der S-Phase wirkt, die generell als sehr strahlenresistent gelten 

(Hall und Giaccia 2006). Allerdings sind die wenigen Daten, die diesbezüglich 

vorliegen, sehr widersprüchlich. Für S-Phase- bzw. proliferierende Zellen wird sowohl 

von einer erhöhten als auch einer verminderten Empfindlichkeit gegenüber Cisplatin 

berichtet (Carde und Laval 1981, Dimanche-Boitrel et al. 1992, Donaldson et al. 1994, 

Meyn et al. 1980). 

Auch bezüglich der synergistischen Wirkung von Cisplatin und Strahlung ist die 

Datenlage sehr widersprüchlich. Wenn eine synergistische Wirkung beobachtet wurde, 

dann waren die Effekte eher moderat mit Verstärkungsfaktoren von 1,1 -1,5 (Begg et 

al. 1986, Iwata et al. 2020, Raaphorst et al. 1995, Rühle et al. 2017, Zhang et al. 2009). 

Auch für HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen sind die Daten bezüglich der Wirkung 

von Cisplatin allein oder in Kombination mit Bestrahlung erstaunlich widersprüchlich. 

Für die alleinige Wirkung von Cisplatin wird bei Nachweis mittels eines Viabilitätstest 

für HPV- pos. Zellen eine deutlich geringere Empfindlichkeit beobachtet (Leonard et al. 

2019, Nagel et al. 2013). Bei Nachweis mittels Koloniebildungstest zeigt sich dagegen 

kein Unterschied (Busch et al. 2016), bzw. wurde in einer Arbeit aus unserer 

Arbeitsgruppe sogar eine signifikant höhere Empfindlichkeit für HPV-pos. Zellen 

gemessen (Ziemann et al. 2015). 

Für die Kombination aus Cisplatin und Bestrahlung wurde für HPV-pos. als auch 

HPV-neg. nur eine geringe oder häufig sogar gar keine Strahlensensibilisierung 

festgestellt ohne einen erkennbaren Unterschied zwischen den beiden Entitäten 

(Busch et al. 2016, Prevc et al. 2018). Das gleiche Ergebnis wurde auch in einer Arbeit 

aus unserer Arbeitsgruppe gemacht (Ziemann et al. 2015). 

Insgesamt deuten diese Daten an, dass der starke klinische Effekt von Cisplatin im 

Rahmen der RCT vermutlich eher auf eine additive als auf eine synergistische Wirkung 
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mit Strahlung beruht. Es wäre daher zu untersuchen, wie die Wirkung von Cisplatin in 

Kombination mit Bestrahlung verstärkt werden kann, so dass ein klarer synergistischer 

Effekt erzielt wird. Dies könnte eine Reduktion der Cisplatinkonzentration erlauben und 

damit eine Minderung der schweren Nebenwirkungen nach Cisplatinbehandlung.        

1.5 Prognose von HPV-negativen und -positiven HNSCC  

Bezüglich der Heilungschancen von HNSCC ergab sich eine gänzlich neue 

Einschätzung, nachdem gezeigt wurde, dass sich diesbezüglich HPV-neg. und HPV-

pos. HNSCC unterscheiden mit einem deutlich höheren Überleben für HPV-pos. 

HNSCC. Dies wurde sowohl nach alleiniger Radiotherapie (Lassen et al. 2009) als 

auch Radiochemotherapie (Ang et al. 2010, Nguyen-Tan et al. 2014) gezeigt, sowie 

auch nach adjuvanter Radiochemotherapie (Linge et al. 2018, Lohaus et al. 2014). 

Insgesamt wurden dabei für die Patienten mit einem HPV-pos. HNSCC mit 5-Jahres-

Überlebensraten von 60-80% deutlich höhere Werte erreicht als für Patienten mit HPV- 

neg. HNSCC mit nur 30-40%. 

Das deutlich bessere Ansprechen der HPV-pos. HNSCC auf eine Radiotherapie 

wird auf eine erhöhte zelluläre Strahlenempfindlichkeit zurückgeführt (Arenz et al. 

2014, Kimple et al. 2013, Rieckmann et al. 2013). Als Ursache hierfür wird eine 

verminderte DSB-Reparatur mit einem verstärkten G2-Arrest angesehen (Arenz et al. 

2014, Kimple et al. 2013, Rieckmann et al. 2013).  Die Reduktion in der DSB-Reparatur 

kann z. T. auf einen Defekt in der HR zurückgeführt werden (Ziemann et al. 2017). 

Dagegen ist die in den HPV-pos. Zellen stark reduzierte Menge an wildtyp-p53, anders 

als zunächst vermutet (Kimple et al. 2013), hierfür ohne Bedeutung, wie eine 

Reaktivierung des p53 zeigt (Seltzsam et al. 2019). 

1.6 De-Eskalation beim HPV-positiven HNSCC 

Aufgrund der hohen Heilungsrate für HPV-pos. HNSCC, wie sie durch die RCT 

erreicht werden kann, wird die Möglichkeit aber auch die Notwendigkeit gesehen, diese 

Entität nicht mehr genauso zu behandeln wie bisher, sondern stattdessen die Therapie 

zu de-eskalieren. Dabei sollte die Therapie weiterhin eine hohe Heilungsrate 

garantieren mit aber einer deutlichen Reduktion der Nebenwirkungen. 

Untersucht wurde, ob dieses Ziel durch Minderung der Gesamtdosis oder des 

Zielvolumens, sowie vor allem durch eine weniger toxische Chemotherapie erreicht 

werden kann (Rühle et al. 2021). So wurde überprüft, ob es möglich ist, bei der RCT 

Cisplatin durch einen Inhibitor des epidermalen Wachstumsfaktors (EGFR) zu 

ersetzen. Dieses Konzept basierte auf einer Studie, bei der für den fortgeschrittenen 
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HNSCC eine Zunahme der Heilungsrate beobachtet wurde, wenn eine alleinige 

Radiotherapie mit dem EGFR-Inhibitor Cetuximab kombiniert wurde (Bonner et al. 

2006). Allerdings konnte dieses Ergebnis in nachfolgenden Studien mit überwiegend 

HPV-neg. HNSCC, bei denen EGFR-Inhibitoren mit aktuellen Radiochemotherapien 

kombiniert wurden, nicht bestätigt werden (Ang et al. 2010, Dietz et al. 2018, Giralt et 

al. 2015, Martins et al. 2013, Mesía et al. 2015). 

Auch bei den zwei ausschließlich mit HPV-pos. HNSCC durchgeführten Studien 

konnte durch den Einsatz von EGFR-Inhibitoren an Stelle des Cisplatins keine 

gleichwertige Wirkung erreicht werden (Gillison et al. 2019, Mehanna et al. 2019). 

Vielmehr wurde sogar eine Abnahme der Überlebensrate beobachtet. Auf Grund dieser 

Daten wird die Cisplatin-basierte Radiochemotherapie weiterhin für HPV- pos. HNSCC 

als die Standardtherapie angesehen (Rühle et al. 2021). Angesichts dieses für die 

Patienten sehr negativen Ergebnisses wurde von der „Head and Neck Cancer 

International Group“ (HNCIG) zudem für weitere De-Eskalationsstudien mit HPV-pos. 

HNSCC die Handlungsanweisung ausgesprochen, wonach zunächst in der Phase 2 

das jeweilige Konzept gründlich abzusichern sei, bevor eine umfangreiche Phase 3 

Studie gestartet werden kann (Mehanna et al. 2020). In einem aktuellen 

Übersichtsartikel wurde zudem dargelegt, dass auch aufgrund der aktuellen 

präklinischen Daten keine Verbesserung der Heilungsraten bei einer Kombination aus 

Radiotherapie und EGFR-Inhibition zu erwarten sei (Rieckmann und Kriegs 2019). Es 

wird vielmehr auf die dringende Notwendigkeit hingewiesen, für HPV-pos. HNSCC 

neue Targets zu identifizieren, die eine gezielte Strahlensensibilisierung und damit 

Steigerung der Heilungsrate möglich machen. Als eine Chance diesbezüglich eine 

Verbesserung zu erreichen, wird die Kombination der RCT mit mehreren spezifischen 

Inhibitoren gesehen, um so die Signalwege in den Tumorzellen effektiv zu 

unterdrücken (Hintelmann et al. 2020). Als wichtige Targets werden hierbei neben dem 

EGFR-Signalweg, auch der RAS/RAF/MEK- sowie der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg 

genannt (Hintelmann et al. 2020). 

1.7 Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg 

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg (Abb. 4) ist einer der am häufigsten in HNSCC 

mutierten Signaltransduktionswege, mit Veränderungen sowohl in HPV-neg. als auch 

HPV-pos. HNSCC (Dienstmann et al. 2014, Iida et al. 2020, Toulany und Rodemann 

2015).  

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg vermittelt Wachstumssignale an die Zelle. Dies 

geschieht durch die Bindung spezifischer Liganden an ein membranständiges 

Rezeptortyrosinkinasen-Dimer. Hierzu gehören u.a. Rezeptoren für 
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Wachstumsfaktoren wie EGFR und IGF-1R bzw. Zelladhäsionsmoleküle wie 

beispielsweise Integrine und Onkogene wie RAS. Durch die Bindung der Liganden wird 

das Enzym PI3K an die Membran rekrutiert und aktiviert. Dies bewirkt, dass die p110-

Untereinheit das Membranlipid Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) zu 

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) phosphoryliert. Der sogenannte ‚second 

messenger‘ PIP3 bindet dann an Proteine wie die PDK1 (3´-phosphoinositide-

dependent kinase 1) sowie die Serin/Threoninkinase Akt, wodurch diese an die 

Zellmembran angelagert werden. Antagonist der Reaktion ist der Tumorsuppressor 

PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten). Er bewirkt über 

die Dephosphorylierung von PIP3 eine Umwandlung zu PIP2 und unterbindet damit die 

Aktivierung der PDK1 und Akt. 

Akt phosphoryliert und aktiviert eine Vielzahl von Proteinen, die eine wichtige Rolle 

für die Proliferation sowie das Zellüberleben haben. Dies erfordert die zweifache 

Phosphorylierung von Akt. Die erste Phosphorylierung an der Base Thre308 wird durch 

die PDK1 geleistet. Zusätzlich muss Akt zusätzlich an Ser473 phosphoryliert werden, 

was größtenteils durch das Protein selbst geschieht. 

Eine wichtige Funktion von Akt ist die Aktivierung von mTOR. Dies kann sowohl 

direkt über Akt als auch indirekt über TSC2 (tuberous sclerosis complex 2, tuberin) 

erfolgen. Physiologisch liegt mTOR in zwei verschiedenen Komplexen vor. Als mTOR1 

ist es an das Enzym Raptor gebunden, dagegen als mTOR2 an das Enzym Rictor. 

Beide Komplexe stimulieren die Proteintranslation und führen so zur Synthese von 

Abb. 4: PI3K/Akt/mTOR-Signalweg. 
Die Graphik ist mit geringen Veränderungen der Arbeit (Dienstmann et al. 2014) 
entnommen. 
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Schlüsselproteinen der Zellproliferation und des Zellwachstums. Durch die 

Komplexbildung mit S6K1 kann mTOR1 diese Aktivierung verstärken. Der mTOR2-

Komplex kann wiederum in einer Art positiver Rückkopplung das Akt-Protein an der 

Position Ser473 phosphorylieren. 

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg ist sehr häufig in HNSCC mutiert mit bis zu 62% 

aktivierenden Veränderungen in PI3K und dies sowohl in HPV-neg. als auch HPV-pos. 

HNSCC (Iglesias-Bartolome et al. 2013, Lui et al. 2013, Stransky et al. 2011). Während 

in HPV-neg. HNSCC vorwiegend Mutationen von PTEN vorliegen, werden in HPV-pos. 

HNSCC vor allem aktivierende Mutationen des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges gefunden 

(Fernández-Mateos et al. 2020, Saintigny et al. 2018).  

Mutationen im PI3K/Akt/mTOR-Signalweg korrelieren mit einer schlechteren 

Prognose sowie einer erhöhten Resistenz gegenüber einer Chemo- und 

Strahlentherapie (Iida et al. 2020, Toulany und Rodemann 2015). Eine Inhibition dieses 

Signalwegs bietet daher einen wichtigen Ansatzpunkt zur Überwindung der Resistenz 

mit der Möglichkeit für eine Therapie-De-Eskalation und Reduktion der akuten und 

späten Nebenwirkungen. 

1.8 Dualer PI3K/mTOR Inhibitor NVP-BEZ235 

In zahlreichen präklinischen Studien mit soliden Tumoren wurden bereits starke 

Hemmungen des Tumorwachstums bei Einsatz von PI3K-Inhibitoren beobachtet (Horn 

et al. 2015, Iida et al. 2020, Toulany und Rodemann 2015). Das gilt sowohl für eine 

Monotherapie als auch für die Kombination mit einer Bestrahlung. 

Um eine effektive Inhibition des PI3K/mTOR-Signalweges zu erreichen, muss der 

Inhibitor an möglichst mehreren Stellen angreifen, um auch positive Rückkopplungen 

zu unterbinden (Dienstmann et al. 2014). Solch eine Wirkung ist mittels des dualen 

Inhibitors NVP-BEZ235 (BEZ235, Dactolisib) erreichbar (Maira et al. 2008). BEZ235 ist 

ein Imidazoquinolinderivat mit hoher Spezifität gegenüber dem katalytischen Zentrum 

der PI3K-Kinase sowie dem Enzym mTOR mit einer effektiven Hemmung bereits in 

einer nanomolaren Konzentration (Maira et al. 2008) 

BEZ235 zeigt eine starke antiproliferierende Wirkung auf Tumorzellen 

verschiedener Entitäten (Chen et al. 2015, Konstantinidou et al. 2009, Maira et al. 

2008). In Kombination mit einer Bestrahlung kann durch BEZ235 zudem eine sehr 

effektive Strahlensensibilisierung erreicht werden (Chen et al. 2015, Fokas et al. 2012, 

Gil del Alcazar et al. 2014, Kuger et al. 2013, Mukherjee et al. 2012, Yu et al. 2017). 

Die strahlensensibilisierende Wirkung von BEZ235 beruht dabei nicht auf einer 

induzierten Apoptose (Fokas et al. 2012, Konstantinidou et al. 2009, Kuger et al. 2013), 
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sondern auf einer Unterdrückung der DSB-Reparatur (Chen et al. 2015, Gil del Alcazar 

et al. 2014, Mukherjee et al. 2012). 

In einer ersten Untersuchung (Schötz et al. 2020) konnte in unserer Arbeitsgruppe 

erstmalig gezeigt werden, dass mittels BEZ235 sowohl in HPV-neg. als auch -pos. 

Abb. 5: Strahlensensibilisierung durch Hemmung des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges 
Hemmung des PI3K/Akt/mTOR-Signalweges mit dem dualen Inhibitor BEZ235.  
A) Strahlen-sensibilisierung durch BEZ235 in HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zelllinien.  
B) Wirkung von BEZ235 auf die DSB-Reparaturwege EJ und HR.  
C) Strahlensensibilisierung durch BEZ235 für G0, G1 und S-Phasezellen. Daten wurden 
der Arbeit (Schötz et al. 2020) entnommen. 
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HNSCC-Zellen eine sehr effektive Strahlensensibilisierung erreicht werden kann (Abb. 

5A). Diese Sensibilisierung kann auf eine Hemmung der DSB-Reparatur und da vor 

allem des NHEJ zurückgeführt werden (Abb. 5B). Dementsprechend wurde vor allem 

für Zellen in der G1-Phase eine starke Sensibilisierung beobachtet (Abb. 5C), da dort 

das NHEJ der entscheidende DSB-Reparaturprozess ist. 

Zu klären ist, ob durch BEZ235 für HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen auch die 

Wirkung einer kombinierten Behandlung mit Photonen und Cisplatin gesteigert werden 

kann. Damit soll insbesondere geklärt werden, ob dies einen erfolgreichen Ansatz für 

eine de-eskalierte Therapie bei diesen Tumoren bietet. 

1.9 Fragestellungen der Arbeit 

Mit der vorliegenden Arbeit sollte erstmalig geklärt werden, ob durch den dualen 

Inhibitor BEZ235 sowohl in HPV-neg. als auch HPV-pos. HNSCC-Zellen die Wirkung 

von Cisplatin allein oder in Kombination mit einer Photonenstrahlung gesteigert werden 

kann.  

Um Unterschiede in den Zelllinien zu erfassen, wurden diese Untersuchungen an 

insgesamt sechs HPV-neg. sowie sechs HPV-pos. HNSCC-Linien durchgeführt. 

Mit diesen Untersuchungen sollten folgende Fragestellungen beantwortet werden: 

1. Unterscheiden sich HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen in ihrer Cisplatin-

Empfindlichkeit?  

2. Kann durch den dualen Inhibitor BEZ235 sowohl in HPV-neg. als auch -pos.  

HNSCC-Zellen eine Steigerung der Cisplatin-Empfindlichkeit erreicht werden?  

3. Kann durch den dualen Inhibitor BEZ235 die Wirkung einer kombinierten 

Behandlung aus Cisplatin und Photonenstrahlung sowohl in HPV-neg. als auch 

pos. HNSCC-Zellen gesteigert werden? 

4. Kann basierend auf den Ergebnissen ein neues Konzept für die Behandlung von 

HNSCC entwickelt werden? 

Insgesamt soll mit diesen Untersuchungen geklärt werden, ob die Hemmung des 

PI3K/Akt/mTOR-Signalweges mit dem dualen Inhibitor BEZ235 in Kombination mit 

einer Bestrahlung und Cisplatinbehandlung eine de-eskalierte Therapie für HPV-neg. 

und pos. HNSCC möglich ist. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Geräte 

Tab. 1: Auflistung der verwendeten Geräte 

Bezeichnung Spezifikationen Hersteller 

CO2-Inkubator INCO153med 
Memmert GmbH + Co. KG, 
Schwabach, Deutschland 

CO2-Inkubator HERACell 240i 
Thermo Fisher Scientific Inc. 
Waltham, MA, USA 

Dispenser Isopenser 
ISOLAB Laborgeräte GmbH, 
Wertheim, Deutschland 

Feinwaage Summit SI-64 
Denver Instrument Inc., Denver, 
CO, USA 

Gefrierschrank −20 °C MediLine LKPv 6520 Liebherr AG, Bulle, Schweiz 

Gefrierschrank −80 °C 
Herafreeze Typ 
HFU 586 Basic 

Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

Licht-Mikroskop CKX41 Inversmikroskop 
Olympus Europa Holding 
GmbH, Hamburg 

Kleinbrutschrank Heraeus B 15 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

Kühl-Gefrier-Kombination Comfort Liebherr AG, Bulle, Schweiz 

Magnetrührer MIX 1 eco 
2mag AG, München, 
Deutschland 

Mikroliterpipetten 
Reference® 10 µl, 20 µl, 
100 µl, 200 µl, 1000 µl 

Eppendorf AG, Hamburg, 
Deutschland 

Mikrozentrifuge Heraeus FRESCO 21 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

Pipettierhelfer PIPETBOY acu 
INTEGRA Biosciences 
Deutschland GmbH, Biebertal, 
Deutschland 

Präzisionswaage MXX-412 
Denver Instrument Inc., Denver, 
CO, USA 

Röntgenbestrahlungsanlage X-RAD 320 iX 
Precision X-Ray Inc., North 
Branford, CT, USA 

Sterilbank HERASAFE KS 12 
Thermo Fisher Scientific Inc., 
Waltham, MA, USA 

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

Vertikaler Standautoklav V-65 
Systec GmbH, Linden, 
Deutschland 

Vortex-Schüttler MX-S 
neoLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg, 
Deutschland 

Zählkammer Neubauer-improved 
Paul Marienfeld GmbH & Co. 
KG, Lauda-Königshofen, 
Deutschland 
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

Tab. 2: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien 

Bezeichnung Spezifikationen Hersteller 

Deckgläser 15 mm x 15 mm Menzel GmbH, Braunschweig 

Einmalspritzen 20 ml 
B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen, Deutschland 

Mikroreaktionsgefäße 1,5 ml,  2 ml,  5 ml 
Sarstedt AG & Co. KG, 
Nümbrecht, Deutschland 

Pasteurpipetten Soda-Glas, 150 mm 
LLG Labware GmbH, 
Meckenheim, Deutschland 

Pipettenspitzen 10 µl, 20µl, 200 µl, 1000 µl 
Sarstedt AG & Co. KG, 
Nümbrecht, Deutschland 

Serologische Pipetten 
1 ml, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 
25 ml, 50 ml 

Sarstedt AG & Co. KG, 
Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturgefäße 
TC-Schale 60 mm / 100 mm 
Standard 

Sarstedt AG & Co. KG, 
Nümbrecht, Deutschland 

Zentrifugenröhrchen 15 ml, 50 ml 
Sarstedt AG & Co. KG, 
Nümbrecht, Deutschland 

 

2.1.3 Software 

Tab. 3: Auflistung der verwendeten Software. 

Bezeichnung Hersteller Verwendung 

GraphPad Prism 5.0 
GraphPad Software Inc., La 
Jolla, CA, USA 

Statistik, Visualisierung 

Microsoft Office 2010 
Professional 

Microsoft Corporation, 
Redmond, WA, USA 

Datenauswertung 

  

2.1.4 Chemikalien und Reagenzien  

Tab. 4: Auflistung der verwendeten Chemikalien. 

Bezeichnung Hersteller 

Accutase® Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Aqua ad iniectabilia 
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 
Deutschland 

Cisplatin Teva 1 mg/ml Teva GmbH, Ulm, Deutschland 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

Dulbecco's Phosphat-gepufferte Salzlösung 
ohne Calcium, ohne Magnesium (PBS) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Ethanol absolut, unvergällt/vergällt 
Otto Fischar GmbH & Co. KG, Saarbrücken, 
Deutschland 

Fetales Kälberserum (FBS superior) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Formaldehydlösung 37 %, Kaliumchlorid, 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4) 

Carl Roth GmbH + Co. KG, Darmstadt, 
Deutschland 

Kristallviolett Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

MEM Non Essential Amino Acids Solution 
100x 

PAA Laboratories GmbH, Pasching, 
Österreich 

Natriumhydrogenphosphat, Natriumchlorid 
Carl Roth GmbH + Co. KG, Darmstadt, 
Deutschland 

NVP-BEZ235 Selleckchem, München, Deutschland 

Roswell-Park Memorial Institute  
(RPMI) 1640 - Zellkulturmedium 

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Stabiles Glutamin 200 mM 
Capricorn Scientific GmbH, Ebsdorfergrund, 
Deutschland 
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2.1.5 Allgemeine Puffer und Reagenzien 

Ethanol 70 % für Reinigungszwecke 

Ethanol absolut, vergällt 3,5 l 

vollentsalztes Wasser ad 5 l 

Phosphat-gepufferte Salzlösung (PBS), 10x, pH 7,4 

zur Zubereitung von 1xPBS 1:10 mit vollentsalztem Wasser verdünnt 

NaCl 80 g 

KCl 2 g 

Na2HPO4 14,4 g 

KH2PO4 2,4 g 

vollentsalztes Wasser ad 1 l 

 

2.1.6 Zellkulturmedium 

Zellkulturmedium Lagerung bei +4 °C 

Roswell’s Park Memorial  

Institute (RPMI-1640) 500 ml 

Fetales Kälberserum 50 ml 

MEM Non Essential  

Amino Acids Solution 100x 5 ml 

Stabiles Glutamin 200 mM 5 ml 

2.1.7 Zellkulturlinien 

Tab. 5: Daten der HPV-negativen und -positiven HNSCC-Linien 

HPV-negativ 

Zelllinie Alter/ 
Geschlecht 

p53-
Status 

TNM Grading Loka-
lisation 

The-
rapie 

Quelle 

FaDu 56/m p53mut TxNxMx G4 Hypo-
pharynx 

RCT UDr 

UM-SCC-3 73/f p53mut T1N1M0 G3 Nase kT UM 

UM-SCC-6 37/m p53mut T2N0M0 G2-G3 Zunge kT UM 

UT-SCC-33 86/f p53mut T2N0M0 G2 Mund-
höhle 

kT UT 

UM-SCC-11b 65/m p53mut T2N2aM0 ub Larynx CT UM 

Cal33 69/m p53mut ub. ub Zunge kT UDr 

HPV-positiv 

UD-SCC-2 58/m p53wt T1N3M0 G3 Hypo-
pharynx 

ub. UDü 

UM-SCC-47 53/m p53wt T3N1M0 G1-G2 Zunge ub. UM 

UM-SCC-104 56/m p53wt T4N2bM0 G2 Mund-
höhle 

RT/C
T 

UM 

93VU-147T 58/m p53wt T4N2M0 ub. Mund-
höhle 

kT UA 

UPCI:SCC-152 47/m p53wt T2N0M0 G2 Hypo-
pharynx 

RCT UP 

UPCI:SCC-154 54/m p53wt T4N2M0 G4 Zunge RCT UP 

UA, Universität Amsterdam; UDr, Universität Dresden; UDü, Universität Düsseldorf; UM, 
Universität Michigan; UP, Universität Pittsburgh; UT, Universität Turku 
kT, keine Therapie; CT, Chemotherapie; RT, Radiotherapie; ub., unbekannt; 
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2.2 Methoden  

2.2.1 Zellkultur  

Die Zellkultur wurde unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilwerkbank 

durchgeführt. Die Inkubation der in Tabelle 5 aufgeführten HNSCC-Linien erfolgte unter 

kontrolliert gleichbleibenden Bedingungen bei 37°C und 5 % CO2-Begasung in einer 

mit Wasserdampf gesättigten Atmosphäre in einem Inkubator. 

Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in Zellkulturschalen (ZS) mit einem 

Durchmesser von 10 cm, einer Wachstumsfläche von 58 cm² und einer Medium-

Menge von 10 ml pro ZS als Monolayer-Kultur. Für die Durchführung von 

Untersuchungen in Form von Koloniebildungstests wurden ZS mit einem Durchmesser 

von 6 cm mit einer Wachstumsfläche von 21 cm² und einer Medium-Menge von 4 ml 

pro ZS verwendet. 

Eine vollständige Konfluenz führt zu einem Absinken der Proliferationsrate, 

Veränderung der Zellstoffwechselaktivität und somit zu einem Absterben der Kultur, 

was ein regelmäßiges Zelllinien-adaptiertes Passagieren nötig macht, um ein weiteres 

Wachstum zu ermöglichen. Zum Kulturerhalt wurden die Zellen alle 3 bis 5 Tage ab 

einer Konfluenz von 70 bis 80% passagiert. Nach Absaugen des überschichteten 

Vollmediums (VM) wurde der Zellrasen mit 4 ml steriler phosphatgepufferter 

Salzlösung (PBS; Raumtemperatur) gewaschen. Durch Überschichtung mit 2 ml 

Accutase (Raumtemperatur) und einer Zelllinien-adaptierten Inkubationszeit von 5 bis 

15 Minuten, bei 37°C, erfolgte das Ablösen der adhärent wachsenden Zellen, unter 

Sichtkontrolle der proteolytischen Wirkung am Lichtmikroskop. Für den Kulturerhalt 

wurde die Zellsuspension mit vorgewärmtem VM verdünnt und abhängig von der 

jeweiligen Zelllinien im Verhältnis von 1:2 bis 1:15 in eine neue ZS ausgesät. Die 

Zelllinien wurden über maximal 20 Passagen subkultiviert. 

Die Frequenz des Mediumwechsels ist abhängig vom Metabolismus und 

Wachstumsgeschwindigkeit und unterscheidet sich daher stark von Zelllinie zu 

Zelllinie. Ein Farbumschlag des im RPMI 1640 Medium enthaltenen Indikators 

Phenolrot zeigt eine Veränderung der Mediumzusammensetzung und somit den 

Zeitpunkt für einen Mediumwechsel an. 

Die Experimente wurden mit Zellen durchgeführt, die zu etwa 60-80% im konfluenten 

Stadium waren. Nach Ablösen der Zellen mit einer Accutaselösung wurde die 

Zellsuspension in 8 ml aufgenommen, in ein 15 ml Röhrchen überführt und für 5 min 

bei 300 g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Zellpellet in 

frischem VM mehrmals resuspendiert, um die Zellen zu vereinzeln. Im Anschluss 

erfolgte die Aussaat definierter Zellzahlen. 
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Die Zellzahl pro ml wurde mittels Zählung am Lichtmikroskop in einer Neubauer-

Zählkammer bestimmt. Es wurden 10 µl der Zellsuspension auf die mit einem 

Deckgläschen abgedeckte Neubauerkammer überführt und 8 Quadrate der Größe 1 

mm2 ausgezählt, mit dem Kammerfaktor 104 multipliziert und das arithmetische Mittel 

berechnet. Aus der errechneten Zellzahl pro ml wurden die entsprechenden Volumina 

errechnet, um definierte Zellzahlen in Zellkulturgefäßen auszusäen. Nach der Aussaat 

der Zellen erfolgte eine Inkubation für 24 h, währen der die Zellen adhärieren. 

Anschließend erfolgte die jeweilige Behandlung. 

2.2.2 Bestrahlung 

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur mit Hilfe der 

Röntgenbestrahlungsanlage X-RAD 320iX (320 keV, 10 mA, Dosisrate 1,2 Gy/min, 

Filterung 0,5 mm Cu und 0,5 mm Al) im strahlenbiologischen Labor der Klinik für 

Strahlentherapie und Radioonkologie im Biomedizinischen Forschungszentrum 

(BMFZ). Die Bestrahlungen erfolgten mit Einzeldosen von 1 Gy, 2 Gy und 4 Gy. 

2.2.3 Behandlung der Zellen 

Cisplatin: Das in dieser Untersuchung verwendete Chemotherapeutikum Cisplatin (cis-

Diammindichloroplatin, CDDP; MW: 300,05 g/mol) wurde in der Zytostatikazubereitung 

des Universitätsklinikums Marburg in Volumina von 1 ml und einer Ausgangs-

konzentration von 1 mg/ml zur Verfügung gestellt. Die Lagerung der Lösung erfolgte 

bei Raumtemperatur unter Lichtschutz. Die Cisplatin-Stammlösung wurde unter 

Herstellung einer Zwischenverdünnung von 1 mM mit sterilem Wasser (Aqua ad 

iniectabilia) in Mikroreaktionsgefäßen auf die benötigten Konzentrationen zur 

Arbeitslösung verdünnt. 

Zur Behandlung der Zellen wurde die CDDP-Arbeitslösung direkt in die Zelllkultur-

gefäße gegeben, die 4 ml Medium beinhalteten. Die Behandlungsschemata, sowie die 

verwendeten CDDP-Konzentrationen der verschiedenen Versuche sind im Ergebnisteil 

dieser Arbeit beschrieben. 

NVP-BEZ235: Der duale Inhibitor NVP-BEZ235 (Dactolisib) mit einem 

Molekulargewicht von 469.55 g/mol, wurde in Pulverform bezogen und nach Angaben 

des Herstellers in Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer Konzentration von 500 µM gelöst, 

aliquotiert und bei -80°C gelagert. Zur Herstellung der Gebrauchslösung von 50 nM 

wurde die Stocklösung für die jeweiligen Versuche durch Verdünnung in 

Zellkulturmedium jeweils frisch hergestellt. 

Der Inhibitor wurden direkt in die Zellkulturgefäße gegeben, die 4 ml Medium 

beinhalteten. Die Behandlungsschemata der verschiedenen Versuche sind jeweils dem 

Ergebnisteil dieser Arbeit zu entnehmen.  
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2.2.4 Koloniebildungstest  

Das Überleben der Zellen wurde mittels des Koloniebildungstests bestimmt. Dieser 

Test basiert auf der Fähigkeit von einzelnen Zellen, sich unbegrenzt mitotisch zu teilen 

und Kolonien zu bilden. Diese Untersuchung wurde erstmal 1956 von Puck und 

Marcus im Zusammenhang mit Bestrahlungsexperimenten beschrieben und ist heute 

der methodische Standard für in-vitro Messungen des klonogenen Überlebens von 

Zellen (Puck und Marcus 1956). 

Je nach Linie sind unbehandelte Zellen unterschiedlich effizient in der Lage eine 

Kolonie zu bilden. Vor Durchführung der Experimente war daher für jede Zelllinie die 

sogenannte Platierungseffizienz (PE) zu bestimmen (Tab. 6). Basierend auf dieser PE 

war für jede Zelllinie festzulegen, wieviel Zellen pro Zellkulturschale mit dem 

Durchmesser von 6 cm ausgesät werden müssen, um auch nach Behandlung eine 

ausreichende Zahl an Kolonien erwarten zu können (Tab. 6). 

Tab. 6: Parameter für den Kolonietest 

Zelllinie HPV+ PE (%) Aussaat  Zelllinie HPV- PE (%) Aussaat 

UD-SCC-2 20-30 600  UM-SCC-3 40-50 700 

UM-SCC-47 10-20 600  UM-SCC-6 10-20 750 

UM-SCC-104 5-10 1000  UM-SCC-11b 10-20 550 

UPCI:SCC154 5-10 1000  UT-SCC-33 30-40 700 

UPCI:SCC152 10-20 2200  Cal33 30-40 450 

93VU-147T 10-20 1100  FaDu 30-40 500 

 

Bei Erreichen der kritischen Größe wurden die Kolonien fixiert. Dazu war erforderlich, 

dass bei jedem Versuch mit Hilfe des Lichtmikroskops überprüft wurde, wann dieser 

Zeitpunkt erreicht war. Die Inkubation der Zellen variierte daher nach Behandlung 

zwischen 6 bis maximal 28 Tagen. Für die Fixierung wurde das Medium entfernt, die 

Zellen einmal mit PBS gewaschen und nachfolgend mit einer Kristallviolett-Färbe-

Lösung (0,1% Kristallviolett, 10% Formaldehyd) überschichtet. Die Fixation erfolgte 

durch Formaldehyd, die Färbung der Kolonien durch den Farbstoff Kristallviolett. Nach 

Entfernen der Färbelösung, sowie dem Waschen der Zellen in voll-entsalztem Wasser, 

wurden die Kolonien an der Luft getrocknet. 

Nach Fixierung wurden die Kolonien mithilfe von Lichtmikroskop und Leuchttisch 

ausgewertet. Ausgeschlossen wurden dabei jene Mikrokolonien, die aus Zellen 

entstehen, die nach Behandlung noch einige wenige Teilungen durchlaufen und dann 

irreversibel ihr Proliferationsvermögen verlieren. Dies stellt insbesondere nach 

Bestrahlung die dominierende Form des Zellabsterbens dar. 
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Aus der Zahl der Kolonien nach Behandlung PE(Behandlung) konnte nach 

Normierung auf die PE der unbehandelten Zellen, die jeweilige Überlebensfraktion, ÜF, 

der Zellen berechnet werden mit ÜF=PE(Behandlung)/PE(Kontrolle). 

2.2.5 Statistische Auswertung 

Für die statistische Auswertung wurden die Daten der einzelnen Untersuchungen in 

Excel übertragen. Die Berechnung des arithmetischen Mittelwerts, die 

Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwerts (standard error of the 

mean, SEM) wurden ebenfalls mit dieser Software berechnet.  

Im Anschluss wurden die Daten für die weitere statistische Auswertung und zur 

Generierung der Abbildungen in das Programm Graph Pad Prism überführt. Bei einem 

P-Wert <0,05 gelten die Daten als statistisch signifikant bei P <0,001 als hoch 

signifikant, was in den Abbildungen mit den Symbolen (  bzw. ) gekennzeichnet 

wird.   
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Wirkung von Cisplatin 

Erstes Ziel der Arbeit war es, für die verschiedenen HPV-negativen und -positiven 

HNSCC-Zelllinien die Cisplatinempfindlichkeit zu bestimmen. Die Zellen wurden dafür 

einen Tag nach Aussaat für 24 h bei verschiedenen Konzentrationen mit Cisplatin 

(CDDP) inkubiert, dann das Medium ausgetauscht und die Zellen für weitere 12 bis 16 

Tage im Brutschrank gehalten, bis die Kolonien der überlebenden Zellen eine 

Mindestgröße von 50 Zellen erreicht hatten (Abb. 6A). Wie für die HPV-neg. Linie 

Abb. 6: Cisplatinempfindlichkeit von HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen 
Inkubation von HPV-neg. und -pos. Zelllinien für 24h mit CDDP bei einer Konzentration von 
0,05 bis 2 µM. A) Nachweis des Zellüberlebens mittels Koloniebildungstest. B) Wirkung von 
CDDP auf die Überlebensfraktion der HPV-neg. Linie Cal33 sowie der HPV-pos. Linie UM-
SCC-47 mit Bestimmung der IC50. C) IC50 für CDDP für alle getesteten HPV-neg. und pos. 
HNSCC-Zelllinien. Vergleich mittels t-Test. 
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Cal33 und die HPV-pos. Linie UM-SCC-47 in Abb. 6B dargestellt, nimmt die 

Überlebensrate der Zellen mit zunehmender CDDP-Konzentration ab. Aus diesen 

Werten wurde jeweils die Cisplatin-Konzentration IC50 bestimmt, bei der die 

Überlebensfraktion auf 50% reduziert wurde. Für die Cal33-Zellen ergab sich ein IC50 

von 0,75 µM CDDP, für die UM-SCC-47-Zellen eine Konzentration von 0,20 µM. 

Abb. 6C zeigt die Zusammenstellung aller IC50-Werte. Sowohl für HPV-neg. als auch 

HPV-pos. Zelllinien ergab sich eine breite Verteilung der IC50 Werte. Im Mittel sind 

dabei HPV-pos. Zelllinien mit einer IC50=0,17±0,07 µM etwas empfindlicher als die 

HPV neg. Linien mit IC50=0,35±0,10 µM, was aber statistisch nicht signifikant ist 

(P=0,112). 

3.2 Verstärkung von CDDP durch BEZ235 

Es sollte untersucht werden, welchen Einfluss eine Hemmung des PI3K/mTOR-

Signalweges durch den dualen Inhibitor BEZ235 auf die Wirkung von CDDP hat. Dabei 

war vorab zu testen, wie diese beiden Substanzen zu kombinieren sind, um den 

stärksten Effekt zu erreichen. Dieser Versuch wurde mit den HPV-pos. Zellen UD-

SCC-2 durchgeführt, für die zuvor für CDDP eine IC50 von 0,50 µM bestimmt wurde 

(Abb. 6C). Die CPPD-Behandlung sollte mit einer BEZ235-Behandlung von 50 nM 

kombiniert werden. Diese Konzentration wurde gewählt, weil in einer vorangehenden 

Arbeit gezeigt werden konnte, dass dadurch der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg effektiv 

gehemmt wird (Schötz et al. 2020).  

Eine Inkubation mit BEZ235 allein bewirkte nur eine minimale Abnahme der 

Überlebensfraktion der UD-SCC-2-Zellen (Abb. 7A). Bei Kombination mit CDDP wurde 

Abb. 7: Verstärkung von CDDP durch BEZ235 
A) Alleinige Wirkung von BEZ (50 nM) und CDDP (0,50 µM) auf das Zellüberleben von UD-
SCC-2-Zellen. B) Wirkung von BEZ und CDDP in Abhängigkeit vom Zeitintervall zwischen den 
beiden Behandlungen.  
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BEZ235 entweder +6, +4 oder +2 h zuvor bzw. gleichzeitig dazugegeben, oder erst -2 

oder -4 h danach (Abb. 7B). Die CDDP-Behandlung dauerte immer 24 h. Anschließend 

wurde das Medium von den Zellen genommen und gegen Substanz-freies Medium 

ausgetauscht.  

Die gestrichelte Linie bei der Überlebensrate von 0,49 zeigt den rein additiven Effekt 

der beiden Behandlungen (Abb. 7B). Die größte Verstärkung der CDDP-Wirkung ergab 

sich, wenn BEZ235 2 Stunden vor Beginn der CDDP-Behandlung dazugegeben wurde 

mit einer Abnahme der Überlebensfraktion auf 0,30. Für andere Intervalle wurde 

jeweils ein geringerer Effekt erzielt und bei Gabe von BEZ235 erst 4 Stunden nach 

Beginn der CDDP-Behandlung wurde nur ein rein additiver Effekt beider Behandlungen 

gemessen. Für weitere Untersuchungen wurde damit festgelegt, dass die Behandlung 

Abb. 8: Verstärkung von CDDP durch BEZ235 in Cal33 und UM-SCC-47 Zellen 
Cal33 und UM-SCC-47-Zellen wurden 2h nach Vorbehandlung mit 50 nM BEZ235 für 24h mit 
CDDP bei verschiedenen Konzentrationen inkubiert. Nach Austausch gegen Subtanz-freies 
Medium erfolgte eine weitere Inkubation bei 37°C für das Wachstum der Kolonien. A und C; 
Alleinige Wirkung von BEZ235 (50 nM) auf das Zellüberleben. B und D; Wirkung einer 
Vorbehandlung mit BEZ235 auf die CDDP-Empfindlichkeit.   
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Abb. 9: Verstärkung von CDDP durch BEZ235 in HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen 
Die Zellen wurden zunächst für 2 h bei 50 nM BEZ235 vorbehandelt und anschließend für 24h 
mit CDDP inkubiert. Die CDDP Inkubation erfolgte dabei bei der zuvor bestimmten IC50 (Abb. 
1). A) Alleinige Wirkung von BEZ235 (50 nM) auf das Zellüberleben. B und C) Wirkung der 
Vorbehandlung mit BEZ235 in Kombination mit CDDP (IC50) auf die Überlebensrate von HPV 
-neg. bzw. -pos. HNSCC-Zelllinien. D) Überlebensrate der HPV-neg. und -pos. Zelllinien nach 
kombinierter Behandlung mit BEZ und CDDP nach Normierung auf die Überlebensrate nach 
CDDP allein. Paarweise Vergleiche jeweils mittels t-Test. 

mit BEZ235 2 Stunden vor der Cisplatininkubation gestartet werden musste, um eine 

optimale Verstärkung des CDDP-Effektes zu erreichen.  

3.3 Verstärkung von CDDP durch BEZ235 in Abhängigkeit vom HPV-Status 

Es sollte geklärt werden, ob die Verstärkung des CDDP-Effektes durch BEZ235 vom 

HPV-Status der HNSCC-Zelllinien abhängt. Für diese Versuche wurde BEZ235 (50 

nM) jeweils 2 Stunden vor Beginn der CDDP-Behandlung gegeben, wie es zuvor für 

die UD-SCC-2-Zellen als optimale Kombination gemessen wurde (Abb. 7B). 

Abb. 8 zeigt die Wirkung von BEZ235 auf die CDDP-Empfindlichkeit der HPV-neg. 

Zellen Cal33 sowie der HPV-pos. Zellen UM-SCC-47. Bei den Cal33-Zellen hat 

BEZ235 allein keinen signifikanten Einfluss auf das Zellüberleben und bewirkt auch 
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keine Änderung der CDDP-Empfindlichkeit (Abb. 8A und B). Im Gegensatz dazu wurde 

für die UM-SCC-47-Zellen gemessen, dass BEZ235 allein bereits eine deutliche 

Abnahme der Überlebensrate bewirkte (Abb. 8C). Bei dieser Zelllinie wurde durch eine 

Vorbehandlung mit BEZ235 ebenfalls eine deutlich gesteigerte Wirkung der CDDP-

Behandlung erreicht (Abb. 8D). Während ohne Vorbehandlung mit BEZ235 die 

Überlebensrate nach 24-stündiger Inkubation mit 0,2 µM CDDP noch bei ca. 50% liegt, 

nahm sie bei Vorbehandlung mit BEZ235 auf ca. 28% ab (P=0,001). 

Abb. 9. zeigt die Wirkung einer zweistündigen Vorbehandlung mit BEZ235 auf die 

CDDP-Empfindlichkeit für alle sechs HPV-neg. und sechs HPV-pos. Zelllinien. Hierbei 

erfolgte die CDDP-Inkubation immer bei der Konzentration IC50, so dass nach der 

CDDP-Behandlung allein die Überlebensrate für alle Zelllinien ca. 50% betrug, so dass 

ein einfacher Vergleich bezüglich der verstärkenden Wirkung von BEZ235 möglich war 

(Abb. 9B und C). Die Wirkung von BEZ235 allein zeigte im Mittel für HPV-pos. Zellen 

einen etwas größeren Effekt, der aber nicht signifikant war (Abb. 9A, P=0,135).  

In Kombination mit CDDP zeigte sich je nach HPV-Status ein deutlicher Unterschied 

(Abb. 9B und C). Während bei den HPV-neg. Linien bis auf die UM-SCC-11b-Zellen 

durch die Vorbehandlung mit BEZ235 keine weitere signifikante Abnahme der 

Überlebensrate erreicht wurde, war dies im Gegensatz dazu bei allen HPV-pos. Linien 

der Fall. Die geringste aber immer noch signifikante Abnahme wurde dabei für die 

HPV-pos. Linie UM-SCC-104 beobachtet und die deutlichste für die Linie UPCI:SCC-

152. Bei Normierung auf die Überlebensrate nach CDDP allein ergeben sich die Werte, 

wie sie in Abb. 9D zusammengestellt sind. Im Mittel ergibt sich für die so normierte 

Überlebensrate eine hoch-signifikante (P=0,001) Abnahme für die HPV-pos. Zelllinien. 

Damit zeigen diese Daten eindeutig, dass bei den HPV-pos. Zellen die Wirkung von 

CDDP durch eine Vorbehandlung mit BEZ235 deutlich gesteigert werden kann, was 

bei den HPV-neg. Zellen bis auf eine Linie nicht der Fall ist. 

3.4 Wirkung von BEZ235 auf die Kombination aus CDDP und Strahlung   

In einem weiteren Schritt sollte geklärt werden, welche Wirkung eine Vorbehandlung 

mit BEZ235 auf die kombinierte Behandlung mit CDDP und Photonenstrahlen hat. 

Diese Kombination wird sehr häufig bei der Therapie von HNSCC eingesetzt.  

Abb. 10 zeigt die Wirkung dieser Kombination auf zwei HPV-neg. und -pos. Linien. 

Bei der Behandlung mit CDDP wurde jeweils IC50 eingesetzt, so dass durch CDDP 

allein die Überlebensrate jeweils auf 50% reduziert wurde (Abb. 10A, C, E und G).  

Wurde CDDP mit der Photonenbestrahlung kombiniert, so ergab sich für die Wirkung 

von CDDP auf die Strahlenempfindlichkeit der Zelllinie ganz unterschiedliche Effekte. 



Ergebnisse 34 

 

Für die HPV-neg. Linie UM-SCC-11b wird eine geringe Strahlensensibilisierung bei 

Kombination mit CDDP beobachtet (Abb. 10B). Bei der HPV neg. Linie Cal33 zeigt sich 

ebenfalls eine geringe Sensibilisierung, die aber erst bei 4 Gy erkennbar ist (Abb. 10D). 

Bei der HPV-pos. Linie UD-SSC-2 war dagegen sogar eine Verminderung der 

Strahlenempfindlichkeit festzustellen, die sich bereits bei einer Strahlendosis von 2 Gy 

deutlich auswirkte (Abb. 10F) und bei der HPV-pos. Linie UM-SCC-104 hatte CDDP 

keinen Einfluss auf die Strahlenempfindlichkeit (Abb. 10H).  

Für die Überlebensrate von 50% wurde der jeweilige Dosismodifikationsfaktor DMF 

berechnet. Hierbei ergaben sich für die vier Linien die Werte DMF50% zwischen 0,8 und 

1,5 (Tab. 7). Damit zeigte sich für CDDP insgesamt ein sehr heterogenes Bild, wonach 

durch CDDP für zwei HNSCC-Zelllinien eine geringe Strahlensensibilisierung erreicht 

wird, dagegen für zwei weitere keine oder sogar eine Strahlenresistenz bewirkt wird.   

Ein wesentlich homogeneres Bild ergab sich, wenn die Zellen vor der Bestrahlung mit 

BEZ235 vorbehandelt wurden (Abb. 11). Zur Vorbehandlung wurde den Zellen BEZ235 

2 Stunden vor der Bestrahlung dazugegeben.  

Die Behandlung mit BEZ235 allein hatte keinen oder nur einen sehr geringen Effekt 

auf die jeweilige Überlebensrate (Abb. 11A, C, E und G). Die Vorbehandlung mit 

BEZ235 ergab aber für alle vier getesteten Linien eine klare Steigerung der Strahlen-

empfindlichkeit (Abb. 11B, D, F und H). Für den DMF50% ergaben sich die Werte 

Abb. 10: Wirkung von CDDP auf die Strahlenempfindlichkeit 
CDDP wurde den Zellen unmittelbar vor der Bestrahlung zugesetzt mit jeweils der 
entsprechenden IC50. Nach 24 Stunden wurde das Medium ausgewechselt und die Zellen für 
den Kolonietest weiter inkubiert. A, C, E, G) Wirkung von CDDP allein auf die Überlebensrate.   
B, D, F, H) Wirkung von CDDP auf die Überlebensrate nach Photonenbestrahlung. 
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zwischen 1,3 und 3,0 (Tab. 7). Die stärksten Effekte wurden damit für die Linien UM-

SCC-104 und UM-SCC-11b beobachtet und ein mittlerer bzw. geringerer für die Linien 

Cal33 und UD-SCC-2. Insgesamt zeigen diese Daten, dass für alle vier getesteten 

HNSCC-Linien durch eine Vorbehandlung mit BEZ235 eine Strahlensensibilisierung 

erreicht wird, die bei drei Linien sogar sehr stark bzw. ausgeprägt ausfällt und bei der 

vierten Linie (UD-SCC-2) gering ist.   

Abb. 12 zeigt die Wirkung einer Vorbehandlung mit BEZ235 auf die 

Strahlensensibilisierung durch CDDP. D.h. nach Vorbehandlung mit 50 nM BEZ235 für 

zwei Stunden erfolgte eine Bestrahlung mit und ohne gleichzeitige Inkubation mit 

CDDP. Für die CDDP-Behandlung wurde wiederum die jeweilige IC50 gewählt. 

Wie bereits in Abb. 9 gezeigt, ist die Wirkung von BEZ235 auf CDDP allein je nach 

Zelllinie und HPV-Status unterschiedlich. Während in der HPV-neg. Linie Cal33 die 

Wirkung von CDDP durch eine Vorbehandlung nicht gesteigert wird (Abb. 12C), wurde 

für die HPV neg. Linie UM-SCC-11b eine Steigerung beobachtet (Abb. 12A), sowie 

auch für die beiden HPV-pos. Linien UD-SCC-2 und UM-SCC-104 (Abb. 12 E und G).  

Es sollte vor allem geklärt werden, wie sich bei den verschiedenen HNSCC-Zelllinien 

eine Vorbehandlung mit BEZ235 auf die Wirkung von CDDP auf die 

Strahlenempfindlichkeit auswirkt. Hier zeigt sich ein überraschend homogenes Bild. In 

Abb. 11: Wirkung einer Vorbehandlung mit BEZ235 auf die Strahlenempfindlichkeit 
Die Zellen wurden für 2 Stunden mit 50 nM BEZ235 vorbehandelt und dann bestrahlt. 24 
Stunden nach der Bestrahlung wurde das Medium ausgewechselt und die Zellen für den 
Kolonietest weiter inkubiert. A, C, E, G) Wirkung von BEZ235 allein auf die Überlebensrate.   
B, D, F, H) Wirkung der Vorbehandlung mit BEZ235 auf die Überlebensrate nach 
Photonenbestrahlung. 
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allen vier untersuchten HNSCC-Linien bewirkt CDDP nach Vorbehandlung mit BEZ235 

eine Steigerung der Strahlenempfindlichkeit (Abb. 12B, D, F, H). Das Ausmaß dieses 

Effektes variiert je nach Zelllinie etwas. Für den DMF50% ergeben sich die Werte 

zwischen 1,3 und 1,7 (Tab. 7). Diese Daten zeigen, dass bei einer Vorbehandlung mit 

BEZ235 durch CDDP immer eine klare Strahlensensibilisierung erreicht wurde. 

Auffallend war auch, dass vor allem für die beiden HPV-pos. Zelllinien eine deutliche 

Strahlensensibilisierung erreicht wurde, während ohne Vorbehandlung kein Effekt oder 

sogar eine Radioprotektion festzustellen war (Tab. 7).  Damit unterscheidet sich dieses 

Ergebnis deutlich von den unterschiedlichen und geringen Effekten von CDDP auf die 

Strahlensensibilisierung, wie sie ohne Vorbehandlung erzielt wurden (Abb. 10). 

Tab. 7: DMF50% für die kombinierte Behandlung mit BEZ235, CDDP und Strahlung 

Behandlung UM-SCC-11b Cal33 UD-SCC-2 UM-SCC-104 

X+CDDP 1,5 1,4 0,8 1,0 

BEZ+X 2,0 1,7 1,3 3,0 

BEZ+X+CDDP 1,4 1,3 1,4 1,7 

DMF50%, Dosismodifikationsfaktor bei der Überlebensrate von 50%  

Um diesen Effekt in seiner Bedeutung noch einmal herauszustellen, wurden die 

Werte, wie sie für die verschiedenen Zelllinien für die Strahlendosis von 2 Gy erzielt 

Abb. 12: BEZ235 in Kombination mit CDDP und Strahlung 
Die Zellen wurden für 2 Stunden mit 50 nM BEZ235 vorbehandelt und bestrahlt bzw. 
zusätzlich mit CDDP behandelt. 24 Stunden nach der Bestrahlung wurde das Medium 
ausgewechselt und die Zellen für den Kolonietest weiter inkubiert. A, C, E und G) Wirkung der 
Vorbehandlung mit BEZ235 allein oder in Kombination mit CDDP auf die Überlebensrate. B, 
D, F und H) Wirkung von CDDP auf die Strahlenempfindlichkeit der Photonenbestrahlung bei 
Vorbehandlung mit BEZ235. 
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wurden, noch einmal in Abb. 13 zusammengestellt. Die Abb. 13 zeigt zum einen die 

Überlebensrate der verschiedenen Zelllinien nach einer Bestrahlung mit 2 Gy (Abb. 13, 

weiße Säule). Die nächste, hellgraue Säule zeigt an, wie sich je nach Zelllinie eine 

gleichzeitige Inkubation mit CDDP bei jeweils dem IC50 auswirkt. Wie oben bereits 

dargestellt, zeigt sich hier ein sehr heterogenes Bild. Während für die UM-SCC-11b 

Zellen eine weitere Abnahme der Überlebensfraktion gemessen wird, zeigt sich bei den 

Linien Cal33 und UM-SCC-104 keine signifikante Änderung, wohingegen bei der UD-

SCC-2 sogar eine Zunahme festzustellen ist. Wurden die Zellen vor der Bestrahlung 

mit 2 Gy mit BEZ235 behandelt zeigte sich dagegen für alle Linien eine klare wenn 

auch bei Cal33 nur geringe Abnahme der Überlebensfraktion (Abb. 13, dunkelgraue 

Säulen). Wurden die mit BEZ235 vorbehandelten Zellen gleichzeitig zur Bestrahlung 

mit 2 Gy auch mit CDDP inkubiert, so bewirkte die CDDP-Behandlung stets eine 

weitere signifikante Abnahme der Überlebensfraktion (Abb. 13, schwarze Säulen). 

Damit macht diese Darstellung noch einmal deutlich, dass bei einer Vorbehandlung mit 

BEZ235 durch CDDP immer eine Strahlensensibilisierung erreicht wird. Wohingegen 

ohne Vorbehandlung dies durch CDDP nur sehr eingeschränkt der Fall ist. 

  

  

Abb. 13: BEZ235 in Kombination mit CDDP und 2Gy 
Die Zellen wurden mit 2 Gy bestrahlt und zusätzlich mit CDDP bei jeweils der IC50 inkubiert. 
Zusätzlich wurden die Zellen mit und ohne 50 nM BEZ235 für 2 Stunden vor der Bestrahlung 
behandelt. Daten aus Abb. 12. Paarweise Vergleiche jeweils mittels t-Test. 
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4 DISKUSSION 

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, wie sich bei HPV-neg. und -pos. HNSCC-

Zellen eine Vorbehandlung mit dem dualen PI3K/Akt/mTOR-Inhibitor BEZ235 auf die 

Kombination aus Cisplatin allein und die Kombination mit einer Bestrahlung auswirkt. 

Diese Untersuchungen wurden an insgesamt sechs HPV-neg. sowie sechs HPV-

pos. Zelllinien durchgeführt. Mit dieser Zahl an verschiedenen Linien wurde der 

bekannterweise großen Heterogenität dieser Zellentität nach Bestrahlung bzw. CDDP- 

Behandlung Rechnung getragen (Kasten-Pisula et al. 2011, Nagel et al. 2013), wie 

auch durch zahlreiche Arbeiten aus dem eigenen Labor demonstriert (Arenz et al. 

2014, Degenhardt et al. 2020, Lerch et al. 2020, Ziemann et al. 2015). Die 

ausgewählten HPV-neg. (FaDu, UM-SCC-3, UM-SCC-6, UM-SCC-11b, UT-SCC-33, 

Cal33) bzw. HPV-pos. HNSCC-Zelllinien (93VU-147T, UD-SCC-2, UM-SCC-47, UM-

SCC-104, UPCI:SCC152, UPCI:SCC154) gehören zu den in der Forschung etablierten 

Zelllinien, deren Eignung für präklinische Untersuchungen bereits in zahlreichen 

Untersuchungen belegt wurde (Arenz et al. 2014, Busch et al. 2016, Kasten-Pisula et 

al. 2011, Lerch et al. 2020, Rieckmann et al. 2013).  

4.1 Cisplatinempfindlichkeit der HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen 

Bezüglich der Empfindlichkeit gegenüber CDDP zeigten sowohl HPV-neg. als auch 

HPV-pos. Zelllinien eine große Heterogenität (Abb. 6). Für diese Versuche wurden die 

Zellen bei verschiedenen Konzentrationen CDDP für 24 h inkubiert und anschließend 

Abb. 14: CDDP-Empfindlichkeit von HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen 
IC50-Werte aus dieser Arbeit im Vergleich zu den Daten aus anderen Publikationen. Die 
Zellen wurden jeweils für 24h bei unterschiedlichen CDDP-Konzentrationen inkubiert und 
anschließend für den Kolonietest ausplatiert. Paarweise Vergleiche jeweils mittels t-Test. 
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für den Koloniebildungstest ausplatiert. Die IC50 variierte dabei insgesamt von 0,05 bis 

0,75 µM. Bei Vergleich der beiden Entitäten zeigt sich zwar im Mittel für HPV-pos. 

Zellen eine etwas größere Empfindlichkeit als für HPV-neg. Zellen, was aber nicht 

signifikant ist (IC50=0,17±0,07 µM vs. IC50=0,35±0,10 µM, P=0,112).  

Sehr ähnliche Ergebnisse wurden von Busch et al. berichtet mit ebenfalls einer nicht 

signifikanten, höheren CDDP-Empfindlichkeit für HPV-pos. Zellen (Busch et al. 2016). 

Im Gegensatz dazu zeigte sich in einer vorangehenden Studie aus dem eigenen Labor 

eine signifikant höhere CDDP-Empfindlichkeit für HPV-pos. Zellen (Ziemann et al. 

2015). Die Zusammenfassung dieser Daten macht noch einmal die breite Streuung der 

HNSCC-Zellen bezüglich der CDDP-Empfindlichkeit deutlich mit insgesamt einer klar 

signifikant höheren Empfindlichkeit für die HPV-pos. Zelllinien (Abb. 14, P=0,029). 

Arbeiten, in denen das Zellüberleben mittels Vitalitätstest bestimmt wurde, ergaben 

dagegen eine klar geringere CDDP-Empfindlichkeit für die HPV-pos. Zellen (Leonard et 

al. 2019, Nagel et al. 2013). Dieser Widerspruch macht deutlich, dass der Vitalitätstest 

nur sehr begrenzt dafür geeignet ist, die CDDP-Empfindlichkeit tatsächlich abzubilden. 

Dies liegt vermutlich daran, dass der Vitalitätstest ganz wesentlich durch die 

Proliferationsgeschwindigkeit der jeweiligen Zellen bestimmt wird und daher die im 

Mittel höhere Proliferationsgeschwindigkeit der HPV-pos. Zellen bei diesem Test eine 

geringere CDDP-Empfindlichkeit vortäuscht. 

Die Ursachen für die höhere CDDP-Empfindlichkeit der HPV-pos. Zellen sind bisher 

noch nicht bekannt. Es könnte sein, dass hierfür der Defekt in der HR verantwortlich 

ist, wie er in einer Arbeit des Labors für HPV-pos. Zellen gezeigt wurde (Ziemann et al. 

2017). HR ist ein Reparaturprozess, der ganz entscheidend an der Beseitigung der bei 

der Behandlung mit CDDP entstehenden DSB beteiligt ist (Chen et al. 2016, Damia 

und Broggini 2019, Rocha et al. 2018, Rodríguez und D'Andrea 2017).  

Bereits in mehreren Arbeiten wurde gezeigt, dass Zellen mit einem Defekt im HR 

eine hohe Empfindlichkeit gegenüber CDDP aufweisen (Birkelbach et al. 2013, Huang 

et al. 2013, Tavecchio et al. 2008). So wurde gefunden, dass ein Knock-Down von 

Rad51, welches ein zentrales Protein des HR ist, eine deutliche Zunahme der CDDP-

Empfindlichkeit bewirkt (Ito et al. 2005). Für Lungenkarzinomzellen wurde zudem 

beobachtet, dass Linien mit einem Defekt in der Bildung von Rad51-Foci nach CDDP-

Behandlung, was auf einen Defekt in der HR deutet, ebenfalls eine erhöhte CDDP-

Empfindlichkeit aufweisen (Birkelbach et al. 2013).  

Es wäre somit für HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen zu untersuchen, wie sich ein 

Knock-Down von Rad51 auf die CDDP-Empfindlichkeit auswirkt. Sollte die höhere 

CDDP-Empfindlichkeit der HPV-pos. Zellen an einem Defekt in der HR liegen, so dürfte 
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der Knock-Down von Rad51 bei diesen Zellen keine weitere Steigerung der CDDP-

Empfindlichkeit bewirken, wohl aber bei den HPV-neg. HNSCC-Zellen. 

4.2  Einfluss von BEZ235 auf die Cisplatinempfindlichkeit 

Mit dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass durch eine Vorbehandlung mit dem 

dualen PI3K/mTOR-Inhibitor BEZ235 die Empfindlichkeit gegenüber CDDP gesteigert 

werden kann. Allerdings zeigte sich dieser Effekt nur für HPV-pos. und bis auf eine 

Ausnahme nicht für HPV-neg. Zellen (Abb. 8 und 9). Hierbei wurde BEZ235 2 h vor der 

CDDP-Behandlung gegeben, weil sich hier die größte Verstärkung zeigte (Abb. 7). 

Für BEZ235 wurde in einer vorangehenden Arbeit aus dem Labor gezeigt, dass 

durch diesen Inhibitor die DSB-Reparatur unterdrückt wird, wobei dies aber nur für die 

Reparatur mittels NHEJ und nicht für die HR gilt (Schötz et al. 2020). D.h. bei einer 

Inkubation mit BEZ235 wird die Reparatur der durch CDDP-induzierten DSB mittels 

NHEJ unterdrückt. 

Das NHEJ ist insbesondere an der Reparatur der DSB beteiligt, die durch die 

Intracrosslinks (ICL) induziert werden (Damia und Broggini 2019). Bei Unterdrückung 

des NHEJ durch BEZ235 sollten somit DSB vermehrt durch die HR erfasst werden. In 

HPV-pos. Zellen, in denen dieser Reparaturprozess defekt ist, könnte dies der Grund 

dafür sein, dass mehr Zellen durch CDDP abgetötet werden, so wie es auch 

beobachtet wurde. Dagegen sollte es in den HPV-neg. Zellen keine Steigerung geben, 

da diese DSB durch die kompetente HR repariert werden können. 

Allein für die HPV-neg. Linie UM-SCC-11b wurde nach Behandlung mit BEZ235 eine 

Steigerung der CDDP-Empfindlichkeit festgestellt (Abb. 9). Dies könnte darauf 

zurückzuführen sein, dass für diese Zellen eine reduzierte Expression von ATM, 

Mre11, und H2AX gemessen wurde (Wang et al. 2012), so dass in dieser Zelllinie eine 

insgesamt gestörte DSB-Reparatur vorliegen sollte. 

Die Kombination von BEZ235 mit CDDP wurde auch in anderen Arbeiten untersucht 

(Fabi et al. 2021, Huang et al. 2018, Moon du et al. 2014). Hier zeigte sich jeweils eine 

verstärkende Wirkung für CDDP. Allerdings wurde nur die Wirkung auf die Proliferation 

bestimmt, so dass keine Aussage gemacht werden kann bezüglich des Zellüberlebens, 

so wie es in dieser Arbeit gemessen wurde.    

4.3 Wirkung von BEZ235 auf die Kombination aus CDDP und Strahlung   

Eine Behandlung mit CDDP, welche die Überlebensrate allein auf 50% reduziert 

(IC50), hatte für die zwei HPV-neg. sowie die beiden HPV-pos. HNSCC-Zelllinien nur 

einen sehr geringen oder sogar gar keinen Effekt bzw. im Falle der HPV-pos. Linie UD-
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SCC-2 sogar einen leicht protektiven Einfluss auf die Strahlenempfindlichkeit (Abb. 10). 

Dieses Ergebnis stimmt mit den Daten aus anderen Arbeiten mit HNSCC-Zellen gut 

überein (Busch et al. 2016, Ziemann et al. 2015), in denen ebenfalls nur eine sehr 

geringe oder sogar keine Steigerung der Strahlenempfindlichkeit beobachtet wurde. 

Auch für andere Entitäten wurden bei Kombination von CDDP mit Bestrahlung nur sehr 

moderate Verstärkungsfaktoren von 1,1-1,5 gemessen (Begg et al. 1986, Iwata et al. 

2020, Raaphorst et al. 1995, Rühle et al. 2017, Zhang et al. 2009). Insgesamt kann 

damit durch CDDP nur eine sehr geringe Steigerung der Strahlenempfindlichkeit erzielt 

werden. Die deutliche Steigerung der Heilungsraten, wie sie für die klinischen Studien 

mit HNSCC gefunden wurden (Al-Sarraf et al. 1997, Bernier et al. 2004, Mendenhall et 

al. 2006), müssen daher vor allem auf die additive Wirkung von CDDP und Strahlung 

beruhen.  

Im Gegensatz dazu wurde bei Vorbehandlung mit BEZ235 für die HPV-neg. und pos. 

Zellen eine sehr deutliche Steigerung der Strahlenempfindlichkeit gefunden (Abb. 11).  

BEZ235 allein bewirkt dabei nur eine sehr geringe Abnahme der Überlebensrate. 

Dieser Befund entspricht damit genau den Daten, wie sie diesbezüglich aus dieser 

Arbeitsgruppe bereits publiziert wurden (Schötz et al. 2020). 

Das entscheidende Ergebnis dieser Arbeit aber ist, dass eine Vorbehandlung mit 

BEZ235 die Kombination aus CDDP mit Bestrahlung deutlich verstärkt (Abb. 12, Tab. 

7). Diese zeigte sich selbst bei einer Bestrahlung mit nur 2 Gy sehr klar (Abb. 13). 

Ohne Vorbehandlung mit BEZ235 bewirkte CDDP keine oder nur eine sehr geringe 

Strahlensensibilisierung (siehe oben). Besonders deutlich ist dies bei den beiden 

untersuchten HPV-pos. Linien UD-SCC-2 und UM-SCC-104 (Tab. 7 und Abb.13). 

Damit deuten diese Daten an, dass bei Vorbehandlung mit BEZ235 vor allem in HPV-

pos. Zellen die Wirkung von CDDP auf die Strahlenempfindlichkeit gesteigert wird. 

Ursache dafür könnte sein, dass in den HPV-pos. Zellen die Wirkung von CDDP durch 

eine Vorbehandlung mit BEZ235 besonders gesteigert wird (Abb. 9). 

Eine Verstärkung der kombinierten Behandlung mit CDDP und Bestrahlung durch 

BEZ235 wurde auch für die NSCLC-Zelllinie H460 beschrieben, wobei allerdings nur 

die Wirkung bzgl. Proliferation bestimmt wurde (Kim et al. 2014). In zahlreichen 

weiteren Untersuchungen wurde ebenfalls überprüft, durch welche Substanzen bzw. 

Inhibitoren die kombinierte Wirkung von CDDP und Strahlung verstärkt werden kann. 

Für NSCLC-Zellen zeigte sich, dass dies durch das Antidiabetikum Metformin erreicht 

werden kann (Riaz et al. 2019) und für Zervixkarzinomzellen durch den PARP1-

Inhibitor Olaparib (Ijff et al. 2021). Für HNSCC-Zellen war jedoch weder durch den 

CHK1/2-Inhibitor Prexasertib (Zeng et al. 2020) noch durch den RAF-Inhibitor 

Sorafenib (Möckelmann et al. 2016) eine klare Verstärkung möglich, anders als es in 
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dieser Arbeit für BEZ235 beobachtet wurde.  

4.4 Klinische Relevanz und Ausblick  

Aktuell werden in den USA allein 154 Studien mit HNSCC-Patienten gelistet, bei 

denen das Ziel verfolgt wird, die bisherige Standardtherapie aus Bestrahlung und 

Cisplatin durch zusätzliche Komponenten zu verbessern (https://clinicaltrials.gov/). 

Diese große Anzahl macht deutlich, wie sehr es als dringlich angesehen wird, beim 

HNSCC einen Ersatz für die Standardtherapie zu finden, um so vor allem die 

Nebenwirkungen der Therapie reduzieren zu können. Diesbezüglich stehen 

insbesondere die HPV-pos. HNSCC im Fokus, da für diese Entität zwar eine hohe 

Heilungsrate erreicht werden kann bei allerdings beachtlichen Nebenwirkungen. Von 

oben genannten Studien werden 18 allein mit HPV-pos. HNSCC durchgeführt. 

Getestet werden u.a. die PI3K-Inhibitoren BKM120 (Buparsilib) und BYL719 (Alpelisib). 

Mit dem in dieser Arbeit gemachten Befund, dass die Wirkung der kombinierten 

Behandlung aus Strahlung und Cisplatin durch Gabe von BEZ235 deutlich verstärkt 

werden kann, ist ein weiterer, potentieller Ansatz für die Behandlung von HNSCC 

gefunden. Es deutet sich an, dass diese Verstärkung vor allem für HPV-pos. HNSCC-

Zellen besonders ausgeprägt ist. Damit könnte sich ein Ansatz für eine de-eskalierte 

Therapie dieser Entität ergeben.  

Die bisherigen Ergebnisse beruhen auf Messungen an jeweils zwei HPV-neg. und 

pos. HNSCC-Zelllinien. In einem ersten Schritt müssen diese Daten durch 

Untersuchungen an weiteren Zelllinien abgesichert werden. Darauf aufbauend sollten 

Untersuchungen an frischem Tumormaterial mittels des ex-vivo-Assays erfolgen, damit 

auch die Wirkung des Tumormilieus auf diese Kombination erfasst wird. Insbesondere 

muss geklärt werden, inwieweit die erforderliche CDDP-Konzentration reduziert werden 

kann, so dass zwar weiterhin ausreichend Tumorzellen abgetötet werden, aber 

gleichzeitig die Nebenwirkungen vermindert werden können, um so das Ziel einer de-

eskalierten Therapie zu erreichen. 

https://clinicaltrials.gov/
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCC) sind weltweit die sechs 

häufigste Tumorerkrankung. Ursachen für diese Erkrankung sind neben Alkohol- und 

Nikotinkonsum auch die Infektion mit Humanen Papillomaviren, weshalb zwischen 

HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC unterschieden wird.  

Die multimodale Behandlung dieses Tumors beinhaltet im fortgeschrittenen Stadium 

in der Regel eine Radiochemotherapie mit Cisplatin. Während bei HPV-neg. HNSCC 

die Heilungsraten nach dieser Therapie bei etwa 50-60% stagnieren, werden für HPV-

pos. HNSCC Raten bis 90% erreicht. Sehr häufig sind diese Ergebnisse allerdings mit 

erheblichen Nebenwirkungen und damit Einschränkungen in der Lebensqualität 

verbunden. 

In vorangehenden Untersuchungen der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass der in 

HNSCC häufig mutierte PI3K/Akt/mTOR-Signalweg sehr effektiv durch den 

spezifischen Inhibitor NVP-BEZ235 unterdrückt wird und dadurch unabhängig vom 

HPV-Status eine deutliche Strahlensensibilisierung erreicht werden kann. In der 

nachfolgenden Studie sollte geklärt werden, ob durch BEZ235 auch die in der Regel 

bei HNSCC verwendete Kombinationstherapie aus Strahlung und Cisplatin gesteigert 

werden kann. Diese Untersuchungen wurden durchgeführt an sechs HPV-negativen 

(FaDu, UM-SCC-3, UM-SCC-6, UM-SCC-11b, UT-SCC-33, Cal33) sowie sechs HPV-

positiven HNSCC-Linien (UD-SCC-2, UM-SCC-104, UM-SCC-47, 93VU-147T, 

UPCI:SCC-152, UPCI:SCC-154). Mit der großen Zahl an Zelllinien sollte der breiten 

Heterogenität der HNSCC-Zellen Rechnung getragen werden. Die Wirkung auf das 

Zellüberleben wurde mittels des Koloniebildungstests bestimmt. 

Insgesamt konnten folgende wichtige Beobachtungen gemacht werden: 

1. Auf das Überleben der HPV-pos. Zellen hat Cisplatin allein eine (wenn auch nicht 

signifikant) höhere Wirkung als bei den HPV-neg. Zellen. 

2. Durch eine zweistündige Vorbehandlung mit 50 nM BEZ235 wird in allen sechs 

HPV-pos. Zelllinien die Wirkung von Cisplatin verstärkt. In den HPV-neg. Linien 

zeigt sich jedoch bis auf die Linie UM-SCC-11b kein Effekt.  

3. In Übereinstimmung mit früheren Daten bewirkt Cisplatin allein keine oder nur eine 

sehr geringe Steigerung der Strahlenempfindlichkeit, bzw. führt im Falle der UD-

SCC-2 Zellen sogar zu einer geringen Strahlenresistenz. 

4. Unabhängig vom HPV-Status wird in Übereinstimmung mit früheren Daten durch 

eine Vorbehandlung mit BEZ235 eine deutliche Strahlensensibilisierung erreicht. 

5. Bei einer Vorbehandlung mit BEZ235 bewirkt Cisplatin unabhängig vom HPV-

Status stets eine signifikante Steigerung der Strahlenempfindlichkeit. Diese 

Signifikanz wird selbst für eine geringe Strahlendosis von 2 Gy beobachtet.  
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Damit zeigt diese Arbeit erstmalig, dass in HNSCC-Zellen bei Unterdrückung des 

PI3k/Akt/mTOR-Signalweges mittels BEZ235 durch Cisplatin stets eine deutliche 

Strahlensensibilisierung erreicht werden kann. Dieser Effekt ist dabei unabhängig vom 

HPV-Status. Ohne Vorbehandlung mit BEZ235 bewirkt Cisplatin keine oder nur eine 

sehr geringe Strahlensensibilisierung. 

Langfristig ist daher zu untersuchen, ob bei Patienten mit einem HNSCC durch eine 

Vorbehandlung mit BEZ235 die Wirkung einer Radiochemotherapie mit Cisplatin 

gesteigert werden kann und damit die Heilungsraten erhöht werden mit einer 

möglichen Reduktion der Nebenwirkungen. 



Summary 45 

 

6 SUMMARY 

Squamous cell carcinoma of the head and neck region (HNSCC) is the six most 

frequent malignant disease worldwide. Besides alcohol and nicotine consumption, local 

infection with human papilloma viruses (mainly HPV-16 and HPV-18) contributes to 

oncogenesis. Therefore, a distinction is made between HPV-neg. and HPV-pos. 

HNSCC. 

This tumour is generally treated by a multi-modal concept, which - especially in case 

of an advanced stage – includes radio-chemotherapy with cisplatin. While for HPV-neg. 

HNSCC 5-years survival is still below 50-60%, for HPV-pos. HNSCC values above 

90% are reached. Unfortunately, these results are often accompanied with severe side-

effects causing a drastic reduction in quality of life. 

It was shown in a previous report of this lab, that the PI3K/Akt/mTOR-pathway, 

which is often mutated in HNSCC, is strongly depressed, when using the specific 

inhibitor NVP-BEZ235 leading also to a pronounced radiosensitization, which is 

independent of the HPV status. It was now tested whether BEZ235 can also be used to 

enhance the effect of irradiation when combined with cisplatin. The experiments were 

carried in six HPV-neg. (FaDu, UM-SCC-3, UM-SCC-6, UM-SCC-11b, UT-SCC-33, 

Cal33) and six HPV-pos. lines (UD-SCC-2, UM-SCC-104, UM-SCC-47, 93VU-147T, 

UPCI:SCC-152, UPCI:SCC-154). This great number of cell lines was necessary to 

cover the broad heterogeneity of HNSCC cell lines. The effect on cell survival was 

determined via colony-forming-assay. 

Overall, the following results are obtained:  

1. There was a trend that the effect of cisplatin alone on cell survival was stronger for 

HPV-pos. cells. 

2. Pretreatment by 50 nM BEZ235 for two hours strongly enhances the effect of 

cisplatin in all six HPV-pos. cell lines, while except for UM-SCC-11b cells no such 

effect is seen for HPV-neg lines.  

3. In line with previous data cisplatin alone was found to have no or only a marginal 

effect on radiosensitivity. For UD-SCC-2 cells even a slight reduction in 

radiosensitivity was observed. 

4. In contrast, for all cell lines tested pretreatment of BEZ235 was found to result in a 

strong radiosensitization as already reported previously. 

5. Pretreatment with BEZ235 was also found to enhance the effect of cisplatin on 

radiosensitivity. Even for a small X-ray dose of 2 Gy cisplatin was found to result in 

a significant radiosensitization, when cells were pretreated by BEZ235.    

It is shown for the first time for HNSCC-cells, that the suppression of the 

PI3K/Akt/mTOR-pathway by BEZ235 always results in significant enhancement of the 
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combined treatment with X-irradiation and cisplatin. This effect was independent of the 

HPV status. Without pretreatment by BEZ235 cisplatin has no or only a minor effect on 

radiosensitivity. 

It needs to be investigated for HNSCC patients, whether such a pretreatment with 

BEZ235 can be used to enhance the effect of radiochemotherapy with cisplatin and 

thereby increasing the cure rate with a possible chance to reduce the side-effects for 

these patients. 
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