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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Tumoren der Kopf-Hals-Region

1.1.1. Epidemiologie

Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs bilden in ihrer Gesamtheit mit Gber 600.000
Neuerkrankungen pro Jahr die sechsthaufigste maligne Krebserkrankung weltweit, die
in aktuellen Erhebungen in tber 450.000 Fallen pro Jahr zum Tod fihrt (Bray et al.,
2018). Anatomisch wird unterschieden zwischen Tumoren des Nasopharynx (NPC), des
Hypopharynx und des Larynx (LSCC) sowie der Mundhéhle (OSCC) und des
Oropharynx (OPSCC), welcher das basale Zungendrittel, die Tonsillen sowie die lateral
umgebenden pharyngealen Wande reprasentiert (Vigneswaran and Williams, 2014). In
Hoch-Risiko-Landern (z.B. Indien, Sri Lanka und Bangladesch) gilt das
Plattenepithelkarzinom der Mundhohle als haufigste Krebserkrankung bei Mannern und
dritthaufigste Krebserkrankung bei Frauen (Warnakulasuriya, 2009). In Deutschland
sind die altersstandardisierten Erkrankungs- (7,3/100.000) und Sterblichkeitsraten
(2,4/100.000) bei Frauen in den letzten Jahren angestiegen, wahrend sie bei Mannern
(24,3/100.000 und 9,9/100.000) auf deutlich héherem Niveau stabil sind.

Unabhangig vom Geschlecht haben zuletzt vor allem die Tumoren der Mundhéhle und
des Oropharynx zugenommen (Zentrum fir Krebsregisterdaten im Robert Koch-Institut,
2016). Dieser Trend zeigt sich auch in den USA und weiteren Industrieldndern. Hier
wurde insbesondere eine Zunahme der OPSCC beobachtet, wahrend die
Neuerkrankungsrate an OSCC eher abnahm (Ramqvist and Dalianis, 2010; Sturgis and

Cinciripini, 2007; Vigneswaran and Williams, 2014).

1.1.2. Atiologie und Karzinogenese

Kopf-Hals-Tumoren sind in 90% der Falle Plattenepithelkarzinome (head and neck
squamous cell carcinoma (HNSCC)) (Kreimer et al., 2005). Lange galten diese Tumoren
als primar noxenbedingt. In den letzten Jahren steigt der Anteil weitestgehend nikotin-
und alkoholunabhangiger HNSCC und gewinnt zunehmend an klinischer Bedeutung
(D’Souza et al., 2007). Diese beruhen hauptsachlich auf der chronischen Infektion mit
dem Hoch-Risiko-Typ 16 des humanen Papilloma-Virus (HPV) (Kreimer et al., 2005;
Syrjanen et al., 1982).
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Die Karzinogenese der noxen-assoziierten HPV-negativen (HPV-neg.) HNSCC folgt
dem zellinharenten Modell der mehrstufigen Mutation von Tumorsuppressorgenen und
Protoonkogenen (Hanahan and Weinberg, 2011), in welchem die in 60-80% der HPV-
neg. HNSCC vorliegende p53-Mutation die wichtigste darstellt (Stransky et al., 2011).
Eine weitere Subfraktion der HPV-neg. HNSCC enthalt auch Mutationen im EGFR-

Signalweg (Leemans et al., 2011).

Die Karzinogenese der HPV-positiven (HPV-pos.) HNSCC wird durch eine
persistierende Infektion von den an der Basalmembran aufsitzenden epithelialen
Stammzellen ausgeldst. Aus dieser chronischen Infektion resultiert die Integration des
Virusgenoms in die Wirtszellen und eine anschlieRend vermehrte Expression der
Virusproteine E6 und E7 durch die zelleigene Transkription (Andl et al., 1998; Hafkamp
et al., 2008; Klussmann et al., 2001; Wiest et al., 2002). Jene stellen die wichtigsten
Virusproteine fir die Karzinogenese dar und interagieren als starke Onkogene mit
nahezu samtlichen von Hanahan und Weinberg beschriebenen ,Hallmarks of Cancer®
(Hanahan and Weinberg, 2011; Mesri et al., 2014). Als wichtigste Interaktionsstellen
gelten die durch E6 vermittelte Inhibierung (Thomas et al., 1999) und ubiqutin-vermittelte
Degradation (Scheffner et al., 1990) von p53, welches in der Regel als Wildtyp vorliegt
(Seltzsam et al., 2019), sowie die Markierung von pRb zur proteasomalen Degradation
durch E7 (Mesri et al., 2014). Diese beiden Effekte bedeuten einen weitestgehenden
Verlust der Zellzykluskontrolle. Die Inhibierung von pRb flhrt ebenfalls zur
Akkumulierung des CDK4/6-inhibierenden Tumorsuppressors p16™4A (Mesri et al.,
2014; Sano et al., 1998), der als Gewebemarker fur eine aktive HPV-Infektion verwendet
werden kann (Klussmann et al., 2003). Bei der Planung einer Therapie sollte dieser
jedoch mit dem Nachweis von HPV-DNA kombiniert werden (Linge et al., 2018; Nauta
et al., 2018).

Neben der Karzinogenese unterscheiden sich die HPV-pos. HNSCC ebenfalls in ihrer
typischen Lokalisation und ihrem Metastasierungsverhalten von HPV-neg. HNSCC. Die
mit Abstand wichtigste Pradilektionsstelle des HPV-pos. HNSCC liegt im Bereich des
Oropharynx, insbesondere den Tonsillae pallatinae, die durch ihre Kryptenstruktur
bedingt einen direkten Angriffspunkt auf die an der Basalmembran aufsitzenden Zellen
bieten (Mayer, 2014). In den letzten Jahren zeigt sich ein deutlicher Anstieg des Anteils
HPV-pos. OPSCC, der auf 1,6% pro Jahr beziffert werden kann (Reuschenbach et al.,
2019; Tinhofer et al., 2015; Wirdemann et al., 2017). Neuste Arbeiten gehen davon aus,
dass derzeit bereits Uber 50% der OPSCC HPV-bedingt sind (Reuschenbach et al.,
2019). Als weitere jedoch seltenere Pradilektionsstellen gelten die Mundhohle, der

Hypopharynx und der Larynx (Ko et al., 2017).
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Ebenfalls charakteristisch flir HPV-pos. HNSCC ist eine frihe lymphogene
Metastasierung. Diese zunachst klinische Beobachtung konnte auf eine Hochregulation
von nuklearem B-catenin und eine verminderte Expression von E-Cadherin in bereits
frhen Stadien zurlckgefihrt werden (Stenner et al., 2011). Daher ist bei Patienten mit
HPV-pos. HNSCC das haufigste Erstsymptom die Schwellung eines Halslymphknotens
(Wittekindt et al., 2018), wahrend bei Patienten mit HPV-neg. HNSCC je nach
Lokalisation am haufigsten Heiserkeit (LSCC), Nasenatmungsbehinderung (NPC) oder
Dysphagie (HPV-neg. OSCC und OPSCC) imponieren (Coca-Pelaz et al., 2018;
Wittekindt et al., 2018).

1.1.3. Therapie und Prognose

Die leitliniengerechte Behandlung eines HNSCC basiert stets auf einem multimodalen
Konzept, das die Erwagung des Einsatzes aller Sdulen der modernen Tumortherapie
umfasst. Die wichtigsten Komponenten der Primarbehandlung stellen dabei die
Operation, die Strahlentherapie, die Chemotherapie und die Antikdrpertherapie dar. Sie
werden je nach Tumorstadium und Allgemeinzustand des Patienten einzeln, simultan
oder in Sequenzen angewandt. In frihen Stadien und insbesondere bei fehlender
lymphogener Metastasierung erfolgt am haufigsten eine Operation des lokalen Befundes
in Kombination mit einer selektiven neck dissection, deren Ausmall vom typischen
Metastasierungsverhalten des Primartumors in die Halslymphknoten abhangig ist. Die
Entscheidung zur Operation sollte dabei vor allem von der Mdglichkeit der vollstandigen
Resektabilitdt und der zu erwartenden postoperativen Lebensqualitdt des Patienten
abhangig gemacht werden (Stover and Feyer, 2010). In Abhé&ngigkeit des
postoperativen  Risikoprofils kann eine adjuvante  Radiotherapie  oder
Radiochemotherapie erforderlich sein. Alternativ kann in lokal begrenzten Stadien auch
eine definitive Therapie mit alleiniger Radiotherapie durchgeflihrt werden. Bei primar
fortgeschrittenen Stadien wird hingegen eine definitive Radiochemotherapie
durchgefuhrt. Diese umfasst je nach individueller Situation eine Gesamtdosis von 60-80
Gy, die in der Regel konventionell fraktioniert (5 mal 1,8-2,0 Gy pro Woche) appliziert
wird. Bei alleiniger definitiver Radiotherapie kommen auch alternative
Fraktionierungsschemata in Frage (Stéver and Feyer, 2010). Standard ist die
Kombination der Strahlentherapie mit einer Cisplatin-basierten Chemotherapie (Cramer
et al., 2019). Die Alternativtherapie mit Cetuximab ist der platinbasierten Chemotherapie
unterlegen (Bauml et al., 2019), qgilt aber als erste Alternative bei Kontraindikationen

gegen ein platinbasiertes Chemotherapeutikum. Auch weitere zugelassene Substanzen
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wie 5-FU, Carboplatin, Mitomycin C, Docetaxel oder Paclitaxel fiihren in Kombination mit
einer Radiotherapie zu einem Uberlebensvorteil gegeniiber der alleinigen Radiotherapie
bei Tumoren in fortgeschrittenen Stadien (Budach et al., 2006).

Patienten mit kleinen, singular lymphogen metastasierten HPV-pos. OPSCC kénnen
nach den Empfehlungen der NCCN auch mit alleiniger Radiotherapie behandelt werden,
wahrend Patienten mit lymphogen metastasierten HPV-neg. OPSCC eine
Radiochemotherapie empfohlen werden sollte. Der von HPV-pos. OPSCC exprimierte
Gewebemarker p16 ist somit nicht nur als ein Surrogatmarker fur die HPV-bedingte
Karzinogenese zu sehen, sondern fungiert auch als therapeutischer und prognostischer
Marker mit positivem Einfluss auf das Gesamtiberleben (Lassen et al., 2018). Dies
fihrte auch zur Deklaration p16-positiver OPSCC als eigene Entitat in der TNM8-
Klassifikation der Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs. In der neuen Stadieneinteilung der
HPV-pos. OPSCC wurde deren fruhe lymphogene Metastasierung sowie der im
Vergleich zu HPV-neg. OPSCC geringere Einfluss der Lymphknotenmetastasierung auf
die Prognose berticksichtigt (Nauta et al., 2018). Dies flhrte in der Mehrzahl der Falle
zu einem Down-Grading HPV-pos. OPSCC, sodass nun die Mehrzahl der HPV-pos.
OPSCC trotz Lymphknotenmetastasierung als Stadium | & Il klassifiziert werden, um
ihrer wesentlich besseren Prognose im 5-Jahres-Gesamtuberleben gerecht zu werden
(Cramer et al., 2018). Die bessere Prognose der HPV-pos. HNSCC resultiert aus einer
wesentlich héheren Therapiesensibilitdt bzw. Radiochemotherapiesensibilitdt (Ang et
al., 2010; Linge et al., 2016). Die generelle Prognose von Patienten mit einem HNSCC
ist vor allem von deren Erkrankungsstadium abhangig. Wahrend das 5-Jahres-
Gesamtuberleben von Patienten mit Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs im Stadium |
unabhangig vom HPV-Status 75-90% betragt (Stéver and Feyer, 2010), differiert die
Prognose abhangig vom HPV-Status in fortgeschrittenen Stadien stark. In den
fortgeschrittenen Stadien weist die Studie von Nguyen-Tan et al. daraufhin, dass das 8-
Jahres-Gesamtuberleben von Patienten mit HPV-pos. OPSCC (71%) nach primarer
Radiochemotherapie wesentlich héher ist als bei Patienten mit HPV-neg. OPSCC (31%)
in vergleichbaren Stadien (Nguyen-Tan et al., 2014). Dabei spielen vor allem Rezidive,
die etwa 50% der Patienten mit lokal fortgeschrittenen HNSCC erleiden, eine grolde
Rolle, da diese oft nur mit sehr kurzem Uberleben nach Diagnosestellung assoziiert sind
(Monnerat et al., 2002; Vermorken and Specenier, 2010). Eine weitere Dosiseskalation
der photonenbasierten Radiotherapie zur Steigerung der lokoregionaren Kontrolle ist nur
sehr eingeschrankt moglich, da hierbei erheblich hdhere und zum Teil nicht
verantwortbare Nebenwirkungsraten zu erwarten waren (Brodin and Tomé, 2018;
Emami et al., 1991).

12
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1.1.4. Nebenwirkungen der Therapie

Eine groRRe Herausforderung bei der Therapie von fortgeschrittenen HPV-pos. und HPV-
neg. HNSCC sind die ausgepragten behandlungsbedingten Nebenwirkungen.
Insbesondere bei der Kombination einer Radiotherapie mit einer simultanen
Chemotherapie sind die Patienten durch Haut- und Schleimhautnebenwirkungen stark
belastet. Dieses Toxizitatsprofil kann die Compliance eines relevanten Patientenanteils
negativ beeinflussen und zu Therapieunterbrechungen, insbesondere der simultanen
Chemotherapie, fihren (Mohanti et al., 2007; Revannasiddaiah et al., 2015). Wird jedoch
keine kumulative Dosis von 200mg Cisplatin/m? KOF erreicht, beeintrachtigt dies das
Behandlungsergebnis erheblich (Spreafico et al., 2015). Der alternative Verzicht auf ein
platinbasiertes Behandlungskonzept geht derzeit mit einem schlechteren
Gesamtiberleben einher, weshalb er selbst bei Patienten mit HPV-pos. HNSCC und
guter Prognose ausschliel3lich eine sekundare Therapieoption darstellt (Bauml et al.,
2019; Mehanna et al., 2019).

Bei der Radiotherapie von HNSCC ist ohne die Applikation hoher Gesamtdosen von 60-
80 Gy keine suffiziente Tumorkontrolle zu erreichen. Dies flihrt am umliegenden
Normalgewebe wie der Haut, den Schleimhauten, den Speicheldriisen und an den fir
den Schluckakt relevanten Strukturen zu teils starken Nebenwirkungen.
Hauptnebenwirkungen der Radiotherapie von HNSCC sind daher Mucositis, Stomatitis,
Dysphagie bzw. Odynophagie, Xerostomie, Ageusie, Gewichtsverlust und Erytheme.
Stomatitis und Mucositis (Grad IlI-V) treten insbesondere bei den Behandlungen von
OPSCC auf und konnen auch durch alternative Fraktionierungsschemata nicht
signifikant gesenkt werden (Nguyen-Tan et al., 2014). Xerostomie tritt bei fast allen
Patienten auf, die mit konventioneller Strahlentherapie behandelt werden. Insbesondere
die schwerwiegenden parotis-assoziierten Langzeitnebenwirkungen konnten jedoch
durch moderne Bestrahlungsmethoden wie der IMRT (intensitats-modulierte
Radiotherapie) gesenkt werden (Lal et al., 2018; Nutting et al., 2011). Auch die haufig
auftretende Dysphagie kann durch Schonung des Musculus constrictor pharyngis mit
modernen Bestrahlungsmethoden besser geschont werden (Nutting et al., 2020). Oft
stehen der optimalen Schonung der Risikoorgane jedoch die grundlegenden
physikalischen Eigenschaften der Photonenbestrahlung im Weg, die eine
nebenwirkungsrelevante Dosisexposition in Risikostrukturen bedingt. Wesentliche
Risikofaktoren fiir die Unterbrechung oder den Abbruch der Therapie stellen diese
lokalen Nebenwirkungen zwar nur selten dar, jedoch kdnnen daraus Gewichtsverlust,
Dehydratation und Ernahrungsdefizite resultieren. Um dies zu vermeiden, muss bei

vielen Kopf-Hals-Tumor-Patienten eine percutane endoskopische Gastrostomie mit
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Implantation einer Erndhrungssonde (PEG-Implantation) durchgefihrt werden
(Greaves, 2018), die den Standard der langerfristigen enteralen Ernahrung bei Patienten
mit HNSCC darstellt (Loser et al., 2005; Sieron et al., 2020). Dieser zusatzliche Eingriff
beinhaltet jedoch erneut Risiken fur den Patienten (Rahnemai-Azar, 2014). Die
Vermeidung von bestrahlungsbedingten Nebenwirkungen durch effektivere Schonung
des Normalgewebes stellt deshalb ein wesentliches Ziel der zukiinftigen Behandlung

von Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs dar.

Zusammenfassend kann somit konstatiert werden, dass das Ziel einer kinftigen
Therapie von HPV-pos. und -neg. HNSCC eine Verstarkung der biologischen Wirkung
der Bestrahlung bei gleichzeitiger Minimierung der Normalgewebsschadigung ist. Diese
beiden Faktoren werden in der Kohlenstoffionenbestrahlung ('?C-lonenbestrahlung)
vereint (Durante und Debus, 2018). Erste Studien zeigen bereits vielversprechende
Ergebnisse zur Effektivitat und Sicherheit des Einsatzes von '2C-lonenbestrahlung in der
Behandlung von fortgeschrittenen Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs (Eberle et al., 2022;
Hauswald et al., 2018).

1.2. Grundlagen der biologischen Wirkung von Photonenbestrahlung

Die Wirkung ionisierender Strahlung auf Zellen und Gewebe beruht vor allem auf
Schadigung der DNA durch direkte und indirekte lonisation (Dikomey et al., 2016, 2012).
Durch indirekte lonisation werden Radikalkettenreaktionen ausgeldst, die schadigend
auf die DNA der Zellen wirken. Da Wassermolekile die haufigste Substanz in
biologischen Systemen darstellen, wird dieser Effekt insbesondere Uber die Radiolyse
des Wassers vermittelt, bei dem sich OH-Radikale, reduzierende H-Radikale, Elektronen
mit Wasserhlille (eaqu) und in Anwesenheit von Sauerstoff Hydroxy-Peroxyl-Radikale
(HO2-Radikale) bilden, die dann auf die DNA wirken (Herrmann et al., 2006). Die direkte
lonisation hingegen schadigt Zellen durch die unmittelbare Absorption von Strahlung in
der DNA (Herrmann et al., 2006). Der relative Anteil der jeweiligen Mechanismen ist
dabei abhangig von der lonisationsdichte der Bestrahlung (s. 1.3).

Aus 10° lonisationen pro Zelle, die durch ein Gray Photonenbestrahlung verursacht
werden, resultieren neben Schaden an DNA-Basen und DNA-Einzelstrangbriichen 20
bis 40 DNA-Doppelstrangbriche (DSB). DSB stellen sowohl Tumor- als auch sonstige
Humanzellen vor eine groRe Hausforderung, da sie durch komplexe DNA-
Reparaturmechanismen repariert werden muissen (Dikomey et al., 2012). Damit die

DSB-Reparatur initiiert wird, muss der DNA-Schaden zunachst von der Zelle erkannt
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und markiert werden. Diese initiale Schadenserkennung wird Gber die
Autophosphorylierung der Proteinkinase ATM (ataxia telangiectasia mutated) (Bakkenist
and Kastan, 2003) und den MRN-Komplex (Mre11, Rad50 und Nibrin) vermittelt und
resultiert in der posttranslationalen Phosphorylierung der Histonvariante H2AX an Serin
139 (S139). Das phosphorylierte Histon wird dann auch als yH2AX bezeichnet (Kinner
et al., 2008). Die Markierung von DSB durch yH2AX flihrt zur Akkumulation von MDC1,
was die Rekrutierung erster DNA-Reparaturproteine wie 53BP1 und BRCA1 zur Folge
hat (Bekker-Jensen and Mailand, 2010).

Die darauffolgende Wahl des DNA-Reparaturwegs unterliegt einer strengen Hierarchie
(Mansour et al., 2008) und ist vor allem zellzyklusabhangig. In der G1-Phase dominiert
der Reparaturweg des Nicht-Homologen End-Joinings (NHEJ). Dabei werden die DNA-
Enden des DSB von Ku70-Ku80-Heterodimeren besetzt, die die Initiierung anderer DNA-
Reparaturwege verhindern und die DNA-PKcs rekrutieren. Diese bildet gemeinsam mit
den Ku-Proteinen das heterotrimere Haupteffektorprotein des NHEJ, die DNA-
abhangige Proteinkinase. Gemeinsam mit dem XRCC4/DNA-Ligase IV-Komplex ligiert
diese die DNA-Bruchstucke. Insgesamt fuhrt dieser Reparaturweg haufig zu fehlerhaft
reparierten DSB, da schadhafte Nucleotide teils ersatzlos entfernt werden (Dikomey et
al., 2012).

In der S- und G2-Phase werden DSB neben dem NHEJ auch durch die in der Regel
fehlerfrei ablaufende, langsamere Homologe Rekombination (HR) repariert. Diese wird
von der primaren Resektion des 5’-DNA-Endes (end clipping) durch CtBP1-Interacting
Protein (CtIP) und MRE11 (Ceccaldi et al., 2016; Niu et al., 2009) und der Verlangerung
der Resektion durch EXO1 u.a. initiiert. Die anschlieRende BRCA2-abhangige Beladung
des uberhangenden 3‘-DNA-Einzelstrangs mit Rad51 fihrt zur Suche nach homologen
Sequenzen auf dem Schwesterchromatid. Die anschlieRende DNA-Synthese und
Ligation der DNA-Bruchenden schlief3t die Reparatur ab (Dikomey et al., 2016).

Ein weiterer DSB-Reparaturweg ist das alternative end joining (Alt-EJ), das bisher
ausschlieBlich bei Tumorzellen beobachtet wurde. Es kann ebenfalls in allen
Zellzyklusphasen stattfinden, lauft jedoch wesentlich langsamer als das NHEJ ab und ist
zudem fehleranfalliger. Den Hauptfaktor des Reparaturwegs bildet die Poly-(ADP
ribose)-Polymerase 1 (PARP1) (Mansour et al., 2010). Als wichtigste Inhibitoren des Alt-
EJ gelten deshalb PARP-Inhibitoren wie Olaparib (Kétter et al., 2014; Wurster et al.,
2016). Im Gegensatz zum Ku70/80-abhangigen NHEJ bildet im Alt-EJ ebenfalls das
CtlIP-abhangige end-clipping die Grundlage des Reparaturwegs (Ceccaldi et al., 2016).
Das initiale end-clipping durch CtIP kann nach der Induktion komplexerer DSB durch
Partikelbestrahlung auch in der G1-Phase beobachtet werden, was ein Hinweis auf die

Nutzung alternativer DSB-Reparaturwege sein konnte (Averbeck et al., 2014).
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1.2.1. Strahlenempfindlichkeit HPV-pos. HNSCC-Zellen

Auch in vitro zeigt sich, dass HPV-pos. Kopf-Hals-Tumorzellen wesentlich besser auf
Strahlentherapie ansprechen als HPV-neg. HNSCC-Zellen (Arenz et al., 2014;
Rieckmann et al., 2013). Dies kann nicht auf eine gesteigerte Apoptose in den HPV-pos.
Zellen zuriickgeflihrt werden, sondern vor allem auf eine veranderte Zellzyklusregulation
und eine verminderte Doppelstrangbruchreparatur (Arenz et al., 2014). Zudem legt eine
verminderte Bildung von Rad51-Foci nahe, dass HPV-pos. Zellen einen Defekt in der

homologen Rekombination aufweisen (Ziemann et al., 2017).

1.3. Grundlagen der biologischen Wirkung von '?C-Bestrahlung

Um die Heilungschancen fur Tumorpatienten zu verbessern, wurden in der
Strahlentherapie in den letzten Jahren zahlreiche neue Verfahren entwickelt. Hierzu
zahlt u.a. die Behandlung von Tumoren durch Partikelstrahlung mit Kohlenstoffionen
("2C-lonen). Einer der wesentlichen Vorteile der '2C-lonenbestrahlung ist deren erhhte
biologische ~Wirkung auf das Uberleben von Tumorzellen, das mittels
Koloniebildungstest bestimmt werden kann. Unterschiede in der biologischen Wirkung
von Bestrahlungen werden klassischerweise Uber die relative biologische Wirksamkeit
(RBW) berechnet (Herrmann et al., 2006). Diese ist als Quotient jener Dosen definiert,
die den gleichen biologischen Effekt aufweisen. Typischerweise ist dies jene Dosis, bei
der das klonogene Uberleben 10% betragt (D1o bzw. RBW1o) (Beuve et al., 2008;
Wannemacher et al., 2006). Fur die Daten in Abbildung 1 ergibt dies bei einer D10 von

4,6 Gy fir Photonenstrahlung und 1,5 Gy fiir '2C-lonenbestrahlung eine RBW+o von 3,1

4,6 Gy

(RBWIO = _1'5 Gy =

3,1). Das heif’t, dass das Zelliberleben bei gleicher physikalischer

Dosis deutlich starker reduziert wird und somit eine erhohte biologische Wirksamkeit

vorliegt.
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Abbildung 1: Dosis-Uberlebenskurve fiir Photonen- und '?C-lonenbestrahlung von A549-Zellen

A549-Zellen wurden mit Photonen (X) bzw. '2C-lonen ('2C) bestrahlt und die Uberlebensrate
mittels Koloniebildungstest bestimmt (Subtil et al., 2014)

Die erhohte biologische Wirkung der Bestrahlung mit '2C-lonen beruht auf der héheren
lonisationsdichte, die die Anzahl der lonisationsereignisse auf dem Weg des Strahls
angibt. Diese ist proportional abhangig vom linearen Energietransfer (LET), mit dem die
im Mittel deponierte Energie AE pro Wegstrecke As der geladenen Teilchen [keV/um]
angegeben wird. Generell werden Strahlenqualitaten mit einem LET <3,5 keV/um
(Elektronen-, Photonen- und Gammastrahlen) deshalb als locker ionisierende Strahlung
bezeichnet, wahrend dicht ionisierende Strahlenarten (z.B. Alphastrahlung,

Neutronenstrahlung, '2C-lonenstrahlung) einen héheren LET aufweisen.

Wahrend die durch Photonenbestrahlung erzeugten Doppelstrangbriche zufallig tGber
den Zellkern verteilt sind (Newman et al., 1997) und insbesondere durch indirekte
lonisation verursacht werden, kann man nach Hoch-LET-Bestrahlung diskrete
lonisationsspuren nachvollziehen, auf denen grélRere, wesentlich komplexere DSB
liegen, sogenannte ,damage cluster” (Bracalente et al., 2013; Hagiwara et al., 2019;
Jezkova et al., 2018). Diese zeichnen sich dadurch aus, dass oft mehr als zwei DNA-
Bruchstellen vorliegen und sie wesentlich haufiger nur schwer oder gar nicht repariert
werden kénnen (Goodhead, 1999, 1994; Heilmann et al., 1996; Kraft et al., 1992). Dieser
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Zusammenhang reprasentiert sich in wesentlich steileren Dosis-Uberlebenskurven nach
Hoch-LET-Bestrahlung (Herrmann et al., 2006).

Der LET und damit auch die lonisationsdichte der '>C-lonenbestrahlung wird von der
Energie der Teilchen bestimmt. Es gilt, dass der LET mit zunehmender Energie der 2C-
lonen kleiner wird (Fokas et al., 2009; Gemmel, 2009). Die RBW nimmt mit steigendem
LET zu und erreicht relativ unabhangig von Bestrahlungsart und Gewebe bei ca. 150
keV/um ein Maximum, wahrend die RBW bei hdheren LET-Werten wieder abfallt (Kraft,
1998). Dieser hohere Bereich wird als ,overkill“ bezeichnet, er reprasentiert den
Zusammenhang, dass die Schadenswirkung pro Teilchen begrenzt ist (Wannemacher
et al., 2006). Bei der Therapie mit '>C-lonen werden deshalb Teilchenenergien
verwendet, die im Zielvolumen einen LET im Bereich von 100 keV/um zur Folge haben,
um die biologische Wirkung der '>C-lonenbestrahlung mdglichst optimal auszunutzen.
Da die lonisationsdichte von '>C-lonen und damit auch der LET mit abnehmender
Energie zunimmt, wird beim Eindringen von hochenergetischen lonen in das Gewebe
zunadchst nur wenig biologischer Schaden erzeugt. Die resultierende
Bestrahlungswirkung ist in diesem Bereich demnach relativ klein (Durante and Debus,
2018). Mit zunehmendem Energieverlust der lonen im Laufe der Gewebepenetration
nimmt der LET und damit auch die lonisationsdichte zu und erreicht am Ende der
Partikelpenetration beim Abstoppen der Teilchen im sogenannten Bragg-Peak sein
Maximum (s. Abbildung 2). Somit kdnnen tiefer liegende Tumoren mit hoher biologischer
Wirkung geschadigt werden, wahrend das darlber liegende Normalgewebe verschont
bleibt (Durante and Debus, 2018). Durch die Abgabe von Teilchen mit verschiedenen
Initialenergien ist es moglich, die Eindringtiefe an die jeweilige Tumorlokalisation
anzupassen (s. Abbildung 2). Durch die Kombination der Abgabe von Teilchen mit
verschiedenen Initialenergien kdnnen sehr diskrete Hochdosisbereiche erzeugt werden,

die als spread-out-bragg-peak (SOBP) bezeichnet werden (Fokas et al., 2009).
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Abbildung 2: Tiefendosisprofil der Photonen- und '2C-lonenbestrahlung nach Weber und Kraft
(Weber and Kraft, 2009)

Im Gegensatz zur >C-lonenbestrahlung ist bei der Bestrahlung mit hochenergetischen
Photonen in den ersten Zentimetern Eindringtiefe ein Aufbaueffekt zu beobachten, dem
ein exponentieller Abfall der Dosis in Abhangigkeit der Eindringtiefe folgt (s. Abbildung
2). Der Bestrahlung von tiefliegenden Tumoren und der effektiven Schonung von
Normalgewebe vor und hinter dem Zielvolumen sind demnach physikalische Grenzen
gesetzt, denen mit einer Kombination aus verschiedenen Einstrahlwinkeln teilweise nur
unzureichend befriedigend begegnet werden kann. Die Bestrahlung mit '2C-lonen
kombiniert eine hohe biologische Wirksamkeit mit der effektiven Schonung des
Normalgewebes vor und hinter dem Zielvolumen sowie einer geringer ausgepragten
lateralen Streuung (Durante and Debus, 2018) und bietet somit wesentliche Vorteile bei
der Behandlung von Tumoren wie dem HNSCC, wo es neben der Inaktivierung aller

Tumorzellen auch sehr auf die Schonung des benachbarten Normalgewebes ankommt.

1.3.1. 2C-lonenbestrahlung in der HNSCC-Therapie

Bei der Bestrahlung von HNSCC gilt es, immer die unmittelbare Nahe der Tumoren zu
empfindlichen Risikoorganen wie den Speicheldriisen zu beachten. Es besteht die
Notwendigkeit, die multimodale Therapie so schonend wie maéglich durchzufihren,
sodass dem Patienten nach einer effektiven Therapie ein mdglichst hohes MaR an

Lebensqualitat erhalten bleibt. Dies hat zur Folge, dass die bisher fur Bestrahlung mit
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hochenergetischen Photonen maximal tbliche Dosis von 70 Gy de facto nicht weiter
gesteigert werden kann (Brodin and Tomé, 2018; Emami et al., 1991). Die Bestrahlung
mit "2C-lonen gilt deshalb als groRRe Hoffnung, um die Behandlungsqualitat von HNSCC
zu steigern. Dies gilt neben der hohen biologischen Wirksamkeit und der effektiven
Schonung des Normalgewebes auch deshalb, weil viele HNSCC hypoxische Areale
enthalten, in denen eine Bestrahlung mit Photonen deutlich an Wirkung verliert, nicht
jedoch eine Bestrahlung mit '>C-lonen (Tinganelli et al., 2015).

In einer japanischen Phase Il Studie konnte bereits 2012 gezeigt werden, dass sich eine
Bestrahlung mit '>C-lonen sehr gut fiir die Behandlung unterschiedlicher Kopf-Hals-
Tumorentitaten eignet (Mizoe et al., 2012). Fur adenoidzystische Karzinome der
Speicheldriise ist sogar eine Uberlegenheit der '2C-lonenbestrahlung gegeniiber
anderen Therapiemodalitaten evident (Jensen et al.,, 2016b, 2016a, 2015). Auch fir
fortgeschrittene Tumoren des Oropharynx, Hypopharynx und Larynx konnte in einer
Phase |l Studie bereits gezeigt werden, dass '>C-lonen sicher und vertraglich als Boost
eingesetzt werden konnen (Hauswald et al.,, 2018). Eine weitere Studie zeigt dies
ebenfalls fur Tumoren im Bereich der vorderen Nasenhdhle (Eberle et al., 2022). Bisher
fehlen jedoch belastbare Phase Il Studien, die es erlauben wiirden, diese Strahlenartin
der Routinebehandlung von HNSCC einsetzen zu kénnen (Lazar et al., 2018).

Um solche Studien nicht nur fir HPV-neg. sondern auch fir HPV-pos. HNSCC planen
und durchflhren zu kénnen, ist es erforderlich, vorab zu klaren, wie HPV-pos. HNSCC-
Zellen auf eine Behandlung mit '>C-lonen reagieren. Hierbei sollte vor allem bestimmt
werden, ob auch fur diese Strahlenart ein ahnlich deutlicher Unterschied zwischen den
beiden Entitaten besteht, wie er nach der Bestrahlung mit Photonen nachzuweisen ist
(Arenz et al., 2014; Rieckmann et al., 2013). Erst mit dieser Kenntnis kdnnten zukulnftige
Studien zur Bestrahlung von HPV-neg. und -pos. HNSCC mit "?C-lonen sicher geplant

werden.

1.4. Fragestellung

Die grofte Herausforderung in der Behandlung von HNSCC ist die Verhinderung des
Auftretens bestrahlungsinduzierter Nebenwirkungen wie Xerostomie, Dysphagie und
Mucositis. Hierflr ist es erforderlich, das Normalgewebe effektiver zu schonen und
gleichzeitig die Tumorkontrollrate zu steigern. Die '>C-lonenbestrahlung stellt durch ihre
hohere Prazision und die hbéhere biologische Wirksamkeit eine vielversprechende
zuklnftige Therapiealternative dar.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Wirkung einer Bestrahlung mit '>C-lonen auf HPV-neg. und
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HPV-pos. HNSCC-Zellen zu bestimmen. Hierfir soll sowohl das klonogene Uberleben,

die RBW sowie die Reparatur von Doppelstrangbrichen untersucht werden. Die

Experimente werden dabei an funf HPV-pos. und finf HPV-neg. HNSCC-Zelllinien

durchgefihrt. Damit soll die grof3e biologische Bandbreite der beiden Entitaten erfasst

werden.

Mit diesen Untersuchungen soll eine Grundlage erarbeitet werden, um flr Patienten mit

HPV-neg. und -pos. HNSCC sinnvolle Behandlungskonzepte mit '>C-lonenbestrahlung

entwickeln zu kénnen. Dafur sollen folgende Fragen als Grundlage dienen:

Kann auch fir HPV-pos. HNSCC-Zellen nach Bestrahlung mit '>C-lonen ein
deutlicher Riickgang des zellularen Uberlebens beobachtet werden?

Ist die Steigerung der Strahlenwirkung bei der Bestrahlung mit '2C-lonen
abhangig vom HPV-Status der HNSCC-Zellen?

Besteht bei der Bestrahlung mit '>C-lonen fur HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen
ein ahnlicher Unterschied im zelluldaren Uberleben, wie er nach
Photonenbestrahlung beobachtet werden kann?

Besteht nach '>C-lonenbestrahlung ein Unterschied in der Reparatur von DNA-
Doppelstrangbriichen zwischen HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen?

Welche Schliisse missen aus den Versuchen mit Zellkulturen fir zukinftige

klinische Studien gezogen werden?
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2. Material und Methoden
2.1. Zellkultur

Die verwendeten Zelllinien werden mitsamt ihren Eigenschaften in Tabelle 1 aufgelistet.
Samtliche Zelllinien, deren Charakteristika und der HPV-Status wurden bereits in
einschlagigen Veroéffentlichungen beschrieben (Arenz et al., 2019, 2014; Ziemann et al.,
2017, 2015). Um etwaige Kontaminationen auszuschlie3en, wurden samtliche Zelllinien
mittels short tandem analysis im Helmholz-Zentrum in Mlnchen unter Verwendung des
GenePrint 10 kits (Promega, Mannheim, Deutschland) und der GeneMapper5.0-
Software authentifiziert und Uberpruft. Die resultierenden Daten wurden mit den Expasy-
und DMSZ-Datenbanken abgeglichen (Dirks et al., 2010). Weiterhin wurde regelmaRig

auf Mycoplasmen untersucht.

Tabelle 1: HPV-pos. und -neg. HNSCC-Zellen

Zelllinie Alter und Lokalisation TNM Therapie p53-Status Labor
Geschlecht  [1], [2] [1], [2] [1] [11, [2], [3], [4]
(1. [2]
HPV-pos.
UM-SCC-47 53, m osccC TsN1Mo n.b. wt UM
UD-SCC-2 58, m Hypopharynx T1NsMo n.b. wt ub
93VU-147T 58, m OosccC TaN2Mo k.T. mut VU
UM-SCC-104 56, m OosccC TaN2oMo  RCT wt UM
UPCI:SCC154 m OosccC TaN2 n.b. wt UPCI
HPV-neg.
UM-SCC-11b 56, m LScC ToN2aMo  CT mut UM
UM-SCC-3 73, w NPC (LK- n.b. n.b. mut UM
Metastase)
UM-SCC-6 37, m OPSCC T2NoMo k.T. mut UM
UT-SCC-33 86, w osccC T2NoMo k.T. mut uTt
FaDu 56, m Hypopharynx n.b. n.b. mut ATCC

aus Arenz et al., 2014 [1]; Lin et al., 2007 [2]; Hauser et al., 2002 [3]; Mandic et al., 2005 [4]

m: mannlich; w: weiblich

LK: Lymphknoten; RCT: Radiochemotherapie; RT: Radiotherapie; k.T.: keine Therapie

wt: Wildtyp; mut: mutiert n.b.: nicht bekannt

UM: University of Michigan, USA; UD: Universitat Dusseldorf, Deutschland; VU: University Medical Center
Amsterdam, Niederlande; UPCI: University of Pittsburgh, USA; UT: Universitat Turku, Finnland; ATCC:
American Type Culture Collection
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Fir die Kultivierung wurde Roswell-Park-Memorial-Instiute (RPMI) 1640 mit folgenden
Zusatzen (im Folgenden als Vollmedium (VM) bezeichnet) genutzt:

10% fetales Kalberserum

1% nicht-essentielle Aminosauren

1% L-Gutamin
- 1% Penicillin/Streptomycin

Die Zellen wurden in Standard-T25- und -T75-Zellkulturflaschen mit Filterin 5 mL VM (in
T25) beziehungsweise 10 mL VM (in T75) bei 37°C und 5% CO»-Begasung kultiviert. Es
wurde bei der Kultivierung auf einen regelmafigen Wechsel des Vollmediums geachtet.
Zur Erhaltung und zur Verwendung wurden die Zellen mit Trypsin fur 3-12 min inkubiert,
abgeldst und in Vollmedium aufgenommen. Es wurde darauf geachtet, dass fir etwaige
nachfolgende Experimente ausschlieBlich Zellen mit einer Konfluenz von 70-90%
genutzt wurden. Die Zellzahl wurde mittels Zahlung in der Neubauerzahlkammer
bestimmt. Fur jeden Versuch wurde daraufhin zelllinienabhangig eine definierte Zellzahl
(s. Tabelle 2 & Tabelle 3) ausgesat.

2.2. Bestrahlung
2.2.1. Photonenbestrahlung

Die Photonenbestrahlung fand an der Core Facility: Réntgenbestrahlungsanlage der
Philipps-Universitat Marburg unter der Leitung von Prof. Dr. Engenhart-Cabillic statt.
Verwendet wurde fiir die Bestrahlung eine X-RAD 320iX Rdntgenréhre (Precision X-Ray
Inc., Denver, USA). Die Zellen wurden in einem Fokus-Objekt-Abstand von 60 cm
platziert und mit Photonen im Dosisbereich von 2-6 Gy mit einer Dosisrate von 1,2
Gy/min (bei 10 mA) bzw. 1,0 Gy/min (bei 8mA) mit 320 kV Beschleunigungsspannung
bestrahlt. Ein 0,5 mm Kupfer- und 0,5 mm Aluminium-Filter sorgte fur die Reduktion
niederenergetischer Strahlung. Als RuUckstreukdrper diente eine 3 cm dicke
Polymethylmethacrylat (PMMA)-Platte.

2.2.2. Kohlenstoffionenbestrahlung

Die Bestrahlung mit '>C-lonen wurde am Marburger lonenstrahl-Therapiezentrum (MIT)
durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit einem vertikalen Strahl mit Energien von 114,5-
129,5 MeV/n '2C-lon bestrahlt. Es wurde ein spread-out bragg peak von 10 mm

verwendet. Daflir wurden jeweils vier 6- oder 12-Well-Zellkulturplatten in
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Bestrahlungskammern aus Plexiglas eingefasst, mit einem Deckel verschlossen und
dann mittels Laser-Erfasungssystem positioniert und in einem Bestrahlungsfeld von
18x18 cm? bestranhit.

2.3. 2D-Koloniebildungstest

Die Uberlebensrate der Zellen wurde mittels Koloniebildungstest ermittelt, der als
Goldstandard zur Bestimmung des klonogenen Uberlebens gilt (Puck, 1956). Dafiir
wurden zelllinienabhangig eine zuvor bestimmte Anzahl Zellen (Berthold, 2017) in 6-

Well-Platten ausgesat (s. Tabelle 2).

Tabelle 2: ausgeséte Zellen pro Well fiir 2D-Koloniebildungstest

Zelllinie Zellzahl pro Well
UM-SCC-47 800
UD-SCC-2 200
93VU-147T 900
UM-SCC-104 1500
UPCI:SCC154 2000
UM-SCC-11b 300
UM-SCC-3 350
UM-SCC-6 450
UT-SCC-33 750
FaDu 400

Nach einer Inkubationszeit von 24 Std. wurden die Zellen mit Photonen oder '>C-lonen
bestrahlt und anschlielend fur 10-14 Tage bei 37°C und 5% CO2-Begasung kultiviert.
Es wurde jeweils auch eine nicht bestrahlte, aber sonst gleichbehandelte, Kontrolle
mitgefuhrt. Nach der Kultivierung wurde das verbrauchte VM abgesaugt, die gebildeten
Zellkolonien auf der Platte mit phosphat-gepufferter Salzldsung gewaschen und mittels
10%iger Formaldehydlésung mit 0,1%igem Kristallviolett-Zusatz fixiert und gefarbt. Die
Uberschissige Farbelésung wurde anschlielend vorsichtig mit Wasser abgewaschen.
Fir das Zahlen der Kolonien wurde ein Olympus IX81-Mikroskop mit dem Olympus
MPlanFL-Objektiv mit 2,5facher Vergréflerung (Olympus, Hamburg, Deutschland)
verwendet. Mithilfe der Xcellence-Software (Olympus, Hamburg, Deutschland) wurde

die Plattenoberflache eingescannt. Anschliefend wurden die Kolonien in jedem Well
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manuell gezahlt. Dabei wurde darauf geachtet, dass ausschlie8lich Kolonien von mehr

als 50 Zellen gezahlt wurden.

2.3.1. Auswertung

Aus der Anzahl der Kolonien bei den unbehandelten Zellen wurde die jeweilige
Plattierungseffizienz (PE) berechnet. Auf diese Effizienz wurde die Zahl der Kolonien in
den behandelten Zellen normiert (s. Tabelle 9).

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte entweder mittels Vergleichs spezifischer
Uberlebensfraktionen  in  biologisch  vergleichbaren  Dosen  verschiedener
Bestrahlungsmodalitaten oder als halblogarithmisch aufgetragene Dosis-Uberlebens-
Kurven nach dem linearquadratischen Modell nach Kellerer und Rossi (Herrmann et al.,
2006):

SF (D) = e—(a*D+B*D2)

SF beschreibt dabei die jeweilige Uberlebensfraktion, D die applizierte Dosis, a die
gewebespezifische Konstante des linearen Teils und B die gewebespezifische

Konstante des quadratischen Teils.

Die Berechnung der relativen biologischen Wirkung erfolgte bei einem
Uberlebensniveau von 10%:
Dy (*2C)
D10 (X)
SF beschreibt dabei die jeweilige Uberlebensfraktion und D die applizierte Dosis in Gy,

RBWlO =

die bei der Bestrahlung mit >C-lonen bzw. Photonen nétig war, um die Uberlebensrate

auf 10% zu reduzieren.

2.4. yH2AX/53BP1-Immunfluoreszenz

Zur Schadenserkennung von DNA-Doppelstrangbriichen besitzen Zellen eine Vielzahl
von Signalkaskaden, die umgehend auf diese Gefahr reagieren und in ihrer Gesamtheit
als DNA-Damage Response bezeichnet werden. Eine zentrale Rolle spielt dabei die
posttranslationale Phosphorylierung des Histons H2AX (Dikomey et al., 2012), das dann
als YH2AX bezeichnet wird. Wahrend der ersten 30 Minuten nach DSB-Formation
kommt es zur kaskadenartigen Phosporylierung von H2AX-Molekilen Gber mehrere

Megabasen hinweg sowie zur Akkumulation von DNA-Reparaturproteinen. Diese Areale
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kdnnen dann als Foci nachgewiesen werden. Die Detektion dieser Foci erlaubt den
bereits initialen Nachweis von DNA-Doppelstrangbriichen Uber die Darstellung von
yH2AX-Molekuilen innerhalb des Zellkerns (Kinner et al., 2008).

Ein weiteres sehr schnell akkumulierendes DNA-Reparaturprotein ist das p53 binding
protein 1 (53BP1). Es stellt in der DNA-Reparatur ein molekulares Gerist dar, das die
ATM-Aktivitat amplifiziert und das Checkpoint-Signalling férdert (Panier and Boulton,
2014).

Fur die Detektion von Doppelstrangbrichen, die den wesentlichsten Marker zellularer
Schadigung nach Bestrahlung darstellen, und deren Reparatur wurde deshalb eine Ko-
Farbung von yH2AX und 53BP1 mittels Immunfluoreszenz durchgefuhrt (Popp et al.,
2017). Zunachst wurden hierzu zelllinien- und messzeitpunktabhangig eine bestimmte
Anzahl Zellen ausgesat (s. Tabelle 3). Jedes Well wurde vorher mit einem Deckglas mit

15 mm Durchmesser bestuckt.

Tabelle 3: ausgeséte Zellen pro Well fiir yH2AX/53BP1-Immunfluoreszenz

Zelllinie Zeitpunkt (t) der Fixierung nach Bestrahlung [Std.]
0 2 24 48 72
UM-SCC-47 70.000 60.000 40.000
UD-SCC-2 100.000 80.000 50.000
93VU-147T 70.000 70.000 60.000 40.000 40.000
UM-SCC-104 80.000 70.000 60.000
UPCI:SCC154 90.000 70.000 60.000
UM-SCC-11b 70.000 50.000 40.000
UM-SCC-3 70.000 70.000 50.000 40.000 40.000
UM-SCC-6 70.000 60.000 50.000
UT-SCC-33 75.000 70.000 60.000
FaDu 70.000 50.000 50.000

Nach 24 Std. Inkubationszeit wurden die Zellen mit Photonen bzw. mit '>C-lonen
bestrahlt und anschlieRend bis zur Fixierung (2-72 Std.) bei 37°C und 5% CO2-Begasung
kultiviert. Es wurde jeweils auch eine nicht bestrahlte, aber sonst gleichbehandelte,
Kontrolle mitgefiihrt.

Zur Fixierung wurde das VM abgesaugt, die adharierten Zellen auf den Deckglasern fir
10 min auf dem Schdttler mit PBS gewaschen und anschlieRend 10 min in 4%iger Para-
Formaldehydlésung (PFA) in PBS auf dem Schiittler inkubiert. Uberschissige
Fixierlésung wurde durch Absaugen des PFAs und dreimaliges Waschen mit PBS mit je
10 min Inkubationszeit auf dem Schiittler entfernt.

Die fixierten Zellen wurden fir 10 min auf dem Schattler mit einer 0,2%igen Triton X-

100-Lésung in PBS permeabilisiert, um eine Antikérperbindung im Zellinneren zu
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ermoglichen. Anschliellend wurden sie mit 1%iger Losung bovinen Serumalbumins
(BSA) in PBS fur 10 min auf dem Schuttler gewaschen. SchlieRlich wurde die
Permeabilisierung mit 3%iger BSA-LAOsung in PBS flr 1 Std. blockiert, um unspezifische
Bindungen der spater hinzugegebenen Antikorper zu verhindern.

Zur nachfolgenden Antikdrperinkubation wurden die Deckglaser mit den darauf
adharierten Zellen mittels einer Pinzette aus den Wells herausgenommen und mit der
Zellrasenseite nach oben zeigend in feuchte, lichtgeschiitzte Kammern auf Parafilm
gelegt. Direkt im Anschluss wurden 60 puL der Primarantikdrperldsung darauf pipettiert
und die Zellen anschlieRend fir 1,5 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der
Inkubationsphase wurden die Deckglaser mit 100 uL einer 0,1%igen Tween20-Ldsung
in PBS viermal gewaschen und anschlieBend 60 pyL der Sekundarantikérperlésung
darauf pipettiert und erneut eine Inkubationszeit von 1,5 Std. abgewartet. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die SekundarantikOrperlosung ausschlielllich unter
gréltmoglichem Ausschluss von Licht hergestellt und verwendet wurde. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurden die Deckglaser erneut mit 100 pL einer 0,1%igen Tween20-
Lésung in PBS viermal gewaschen. Anschliefiend wurden 8 pL des Eindeckmediums
ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit inkludiertem
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI), welches der Anfarbung von DNA dient, auf einen
Objekttrager pipettiert. Je zwei Glasdeckel wurden nun mit der Zellrasenseite nach unten
zeigend mit jeweils 8 uL des Eindeckmediums auf einem Objekttrager eingebettet. Bis
zur Mikroskopie wurden die Objekttrager flir maximal eine Woche bei 4°C lichtgeschuitzt

gelagert.

2.4.1. Auswertung

Die Auswertung fand in der Core Facility: Zellulare Bildgebung unter der Leitung von Dr.
Katrin Roth im Zentrum fir Tumor- und Immunbiologie der Philipps-Universitat Marburg
statt. Zur Mikroskopie wurde das Weitfeldmikroskop DM5500 von Leica (Leica, Wetzlar,
Deutschland) mit einem Immersionsobjektiv mit 63facher Vergrofierung verwendet.
Hierbei wurden Ausschnitte des Zellrasens unter Verwendung von durchschnittlich 20
Schichten mit einem Schichtabstand von 0,3 um in den Fluoreszenzbereichen der
jeweiligen Sekundarantikdérper und DAPI fotografiert, mittels der am Mikroskop
integrierten Leica-Software LAS-AF dekonvuliert und mittels der Software ImageJ

Ubereinandergelegt (Abbildung 3).
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Kontrolle

2Gy —»>48h

Abbildung 3: Nachweis von DSB mittels Ko-Férbung von yH2AX- und 53BP1-Foci

Nachweis der DSB mittels immunhistochemischer Ko-Farbung der 53BP1- und yH2AX-Foci und
Fluoreszenzmikroskopie in unbestrahlten und bestrahlten 93VU-147T-Zellen. A) Nachweis der
DNA mittels DAPI, B) Nachweis der 53BP1-Foci, C) Nachweis der yH2AX-Foci, D) Uberlagerung
der Bilder

Abbildung 3 zeigt, dass die Zellkerne durch die DAPI-Farbung sehr gut darzustellen sind
und dass die Immunfarbung eine klare Detektion der 53BP1 bzw. yH2AX-Foci erlaubt
(Abbildung 3B und C). Die Uberlagerung der beiden Signale verstarkt diese klare
Abtrennung vor dem Hintergrund und macht eine sichere und einfache Auswertung der

DSB nach Bestrahlung mdglich.

In jedem biologischen Replikat wurden die kolokalisierenden Foci von mindestens 100
Zellkernen aus mindestens zwei technischen Replikaten ausgezahlt. Jede Kondition
reprasentiert mindestens zwei biologische Replikate. Die nicht bestrahlten Kontrollen
wurden jeweils als Hintergrund (HG) angenommen (Dahm-Daphi, 1996; Rothkamm and
Lobrich, 2003), um ausschliel3lich die durch Bestrahlung induzierten Foci darstellen zu
konnen. Auch in den Kontrollen wurden jeweils zwei biologische Replikate ausgezahit.
Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte einerseits mittels Foci-Zeit-Diagramm, wobei der
Hintergrund als horizontale, gestrichelte Linie eingezeichnet ist und andererseits mittels

des Vergleichs residueller Foci zum Zeitpunkt 24 Std. nach Bestrahlung.
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2.5. Statistik und Datenanalyse

Samtliche Daten wurden zunéachst in Microsoft Excel gesammelt. Auch die Berechnung
der arithmetischen Mittel und der Standardfehler der Mittelwerte (SEM) der Abbildungen
5 bis 14 erfolgte mittels Microsoft Excel. Mittels Graph Pad Prism erfolgte die graphische
Aufarbeitung der Daten.

Die Signifikanz der Unterschiede zweier Gruppen wurden mittels zweiseitigem
studentischem t-test bestimmt. Als signifikant wurde ein p-Wert p<0,05 (*) angenommen,
ein p-Wert p<0,01 galt als hochsignifikant (**).

In den Korrelationsanalysen wurde mittels Graph Pad Prism eine lineare Regression
durchgefuhrt und der Korrelationskoeffizient nach Spearman (rs) berechnet. Die

Uberprifung der statistischen Signifikanz erfolgte mittels zweiseitigem t-test.
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3. Ergebnisse

3.1. Zellulare Radiosensitivitat nach Photonenbestrahlung

Erstes Ziel war es, die Strahlenempfindlichkeit der HPV-pos. und HPV-neg. HNSCC-
Zelllinien nach Photonenbestrahlung mithilfe des Koloniebildungstests zu bestimmen.
Die Zellen wurden dafiir in einer entsprechenden Zellzahl ausgeséat (s. Tabelle 2). Nach
24 Std. wurden die adharierten Zellen mit Dosen bis zu 6 Gy bestrahlt und anschlielRend
inkubiert, bis die Kolonien eine ausreichende GréRe erreicht hatten (Abbildung 4A).
Dabei wurden mehrere Zelllinien verwendet, um eine Gesamtaussage Uber die

heterogene Gruppe der HNSCC formulieren zu kénnen.

A B 1 HPV neg. HPV pos.
UM-SCC-6
e ﬁ' i -
.- -
. .
i € 10
- e r
0 Gy %
=
2
.. =
s O FaDu @ UD-SCC-2
O UM-SCC-3 B UM-SCC-47
,| & UMsSCCH A UM-SCC-104
6 Gy 10 v umscc-11b F v 93VU-147T
¢ UT-SCC-33 ¢ UPCI:SCC-154
0 2 4 6 0 2 4 6
Dosis [Gy] Dosis [Gy]

Abbildung 4: Wirkung von Photonenbestrahlung auf das zellulére Uberleben von HNSCC-Zellen

Die Zellen wurden mit Photonen in Dosen bis zu 6 Gy bestrahlt und anschlie3end inkubiert. A)
Kolonien von unbestrahlten und bestrahlten UM-SCC-6-Zellen. B) Dosis-Uberlebenskurven von
HPV-neg. (links) und HPV-pos. (rechts) HNSCC-Zellen. (Lerch et al., 2020)

Samtliche Zelllinien sind sensitiv. gegenliber Photonenbestrahlung und die
Uberlebensrate nimmt deutlich mit zunehmender Dosis ab (Abbildung 4B). Es zeigt sich
insgesamt eine gréflere Strahlensensibilitdt bei den HPV-pos. als bei den HPV-neg.

Zelllinien.
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Abbildung 5: zelluldres Uberleben nach 2 Gy und 6 Gy Photonenbestrahlung

Uberlebensrate der HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC-Zellen nach Photonenbestrahlung mit 2 Gy
(A) und 6 Gy (B). Daten aus Abbildung 4. (modifiziert nach Lerch et al., 2020)

Der Unterschied wird deutlicher, wenn die Uberlebensraten der beiden Entitéten fir die
kleinste (2 Gy) sowie die grolte Dosis (6 Gy) nebeneinander aufgetragen werden
(Abbildung 5A und B). Sowohl fiir die Dosis von 2 Gy (Abbildung 5A: SF24pv.neg. = 0,59
+ 0,086; SF2upvpos= 0,42 % 0,0036; p=0,0078) als auch fir die Dosis von 6 Gy
(Abbildung 5B: SF6Hpv-neg.= 0,073 £ 0,017; SF2hpv-pos.= 0,015 £ 0,002; p=0,012) zeigen
sich signifikante Unterschiede des mittleren Uberlebens. Diese Daten bestatigen die
héhere Strahlensensibilitat von HPV-pos. HNSCC-Zellen, die bereits mehrfach

beschrieben wurde (Arenz et al., 2014; Rieckmann et al., 2013).

3.2. Zellulare Radiosensitivitit nach '>C-lonenbestrahlung

Mittels Koloniebildungstests wurden fir die Zelllinien UM-SCC-6 (HPV-neg.) und
UPCI:SCC154 (HPV-pos.) die Uberlebensraten nach Bestrahlung mit '>C-lonen in
Dosen bis zu 3 Gy bestimmt. Die Uberlebensraten der HPV-neg. als auch der HPV-pos.
Zellen nehmen nach '2C-lonenbestrahlung sehr stark ab. Es zeigt sich, dass beide
Zelllinien auf '?C-lonenbestrahlung wesentlich sensibler reagieren als auf
Photonenbestrahlung (Abbildung 6). Der Vergleich der beiden Zelllinien zeigt aber auch,
dass die Zunahme der Empfindlichkeit bei Bestrahlung mit '>C-lonen flr die HPV-neg.
Zelllinie UM-SCC-6 (Abbildung 6A) deutlich groRer ist als fir die HPV-pos. Zelllinie
UPCI:SCC154 (Abbildung 6B).
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Abbildung 6: erhéhte RBW der "2C-lonenbestrahlung

Die Zellen wurden mit '>C-lonen in Dosen bis zu 3 Gy bestrahlt und anschlieRend inkubiert.
Uberlebensraten fiir Photonenbestrahlung aus Abbildung 4 A) HPV-neg. Zelllinie UM-SCC-6 B)
HPV-pos. Zelllinie UPCI:SCC154. (Lerch et al., 2020)

Um diesen Unterschied im Zelliberleben zu quantifizieren, wurde die Relative
Biologische Wirkung (RBW) der '2C-lonenbestrahlung bei 10% Uberlebensrate
bestimmt. In den Dosis-Uberlebenskurven der HPV-neg. Zelllinie ist ein zellulares
Uberleben von 10% abzulesen, wenn sie mit einer Dosis D1o(X) von 5,60 Gy Photonen

oder einer Dosis D1o('>C) von 1,99 Gy '?C-lonen bestrahlt wird. Daraus ergibt sich eine

RBWo von 2,81 (RBW;o = ~o2 g = 2,81) fiir die Zelllinie UM-SCC-6. Fiir die HPV-pos.

Zelllinie UPCI:SCC154 sind die Dosen D1o(X) = 3,62 Gy und D('?C) = 1,69 Gy
abzulesen, woraus sich eine RBW1g von 2,14 berechnen Iasst. Diese Ergebnisse zeigen,
dass fiir HPV-pos. Zellen eine geringere RBW o der '2C-lonenbestrahlung anzunehmen

ist als fur HPV-neg. Zellen.
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Abbildung 7: zelluléres Uberleben nach Photonen- und "?C-lonenbestrahlung

Uberlebensrate der HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC-Zellen nach Photonenbestrahlung mit 6 Gy
(links) und "2C-lonenbestrahlung mit 3 Gy (rechts). Daten fiir Photonenbestrahlung aus Abbildung
5B. (Lerch et al., 2020)

Um festzustellen, ob sich diese Tendenz generalisieren lasst, wurden die
Uberlebensraten aller verwendeten Zelllinien nach Bestrahlung mit isobiologischen
Dosen beider Bestrahlungsmodalitadten verglichen. Hierbei wurde eine relative
biologische Wirkung von 2 zugrunde gelegt. Die Uberlebensraten der HPV-neg. und
-pos. Zelllinien wurden nach 6 Gy Photonenbestrahlung und 3 Gy '>C-lonenbestrahlung

bestimmt (Abbildung 7).

Nach 3 Gy '2C-lonenbestrahlung ergibt sich fiir die HPV-neg. Zelllinien im arithmetischen
Mittel eine Uberlebensrate von SF3= 0,041 + 0,014, fiir die HPV-pos. Zelllinien von SF3=
0,031 £ 0,013. In Ubereinstimmungen mit den Ergebnissen aus Abbildung 6 zeigt sich
daher, dass bei der Bestrahlung mit 3 Gy '2C-lonen kein signifikanter Unterschied
(p=0,593) in den Uberlebensraten der HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC-Zellen vorliegt,
wahrend die Uberlebensraten nach Photonenbestrahlung signifikant differieren. Damit
wird erstmalig beobachtet, dass bei einer Bestrahlung mit '>C-lonen im Gegensatz zur
Bestrahlung mit Photonen kein signifikanter Unterschied in der Strahlenempfindlichkeit
HPV-neg. und -pos. HNSCC-Zellen besteht.

Wahrend die mittlere Uberlebensrate der HPV-neg. Zelllinien nach 3 Gy '2C-
lonenbestrahlung im Vergleich zur mittleren Uberlebensrate nach 6 Gy

Photonenbestrahlung abnimmt, zeigen die HPV-pos. Zellen im Mittel eine hohere
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Uberlebensrate nach '>C-lonenbestrahlung. Dies bestétigt in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen aus Abbildung 6 die Tendenz, dass in HPV-neg. Zellen fir '2C-

lonenbestrahlung eine héhere RBW anzunehmen ist als in HPV-pos. Zellen.

3.3. Reparatur der Doppelstrangbriiche

Mithilfe der Ko-Farbung von yH2AX und 53BP1 wurden DNA-Doppelstrangbruch-Foci in
einer HPV-neg. (UM-SCC-3) und einer HPV-pos. (93VU-147T) HNSCC-Zelllinie
dargestellt (Abbildung 8) und deren Reparatur untersucht. Die Zellen wurden dafir bis
zu 72 Std. nach der Bestrahlung fixiert und immunhistochemisch aufgearbeitet.
Wiederum wurde eine RBW von 2 zugrunde gelegt, um die entstehenden DSB und deren

Reparatur nach 2 Gy Photonen- und 1 Gy '?C-lonenbestrahlung zu vergleichen.
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Abbildung 8: DSB nach Photonen- und "?C-lonenbestrahlung

Die Zelllinien UM-SCC-3 (HPV-neg.) und 93VU-147T (HPV pos.) wurden mit Photonen in einer
Dosis von 2 Gy und '?C-lonen in einer Dosis von 1 Gy bestrahlt und die Zahl der DSB durch Ko-
Farbung der 53BP1- und yH2AX-Foci bestimmt.

Wahrend 2 Std. nach der Bestrahlung noch viele Foci in den Zellkernen nachweisbar
sind, nimmt die Anzahl mit zunehmender Inkubationszeit ab. Um diese Beobachtung zu
quantifizieren, wurde die Anzahl der Foci in den Zellen zu verschiedenen
Fixierungszeitpunkten ausgezahlt und die Reparaturkinetik in einem Foci-Zeit-

Diagramm ausgewertet (Abbildung 9).
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Abbildung 9: DSB-Reparaturkinetik nach Photonen- und "?C-lonenbestrahlung

Die Zelllinien UM-SCC-3 (HPV-neg.) und 93VU-147T (HPV pos.) wurden mit Photonen in einer
Dosis von 2 Gy und mit '2C-lonen in einer Dosis von 1 Gy bestrahlt und die Zahl der DSB durch
Ko-Farbung der 53BP1- und yH2AX-Foci zu verschiedenen Inkubationszeitpunkten bestimmt.
Die Zahl der Foci in unbestrahlten Zellen (HG) ist als gestrichelte Linie dargestellt. (Lerch et al.,
2020)

Unabhangig von der Strahlenart sowie dem HPV-Status wird in allen Zellen eine
deutliche Abnahme der Foci mit zunehmender Reparaturinkubation beobachtet, was ein
Indikator fUr eine effektive DSB-Reparatur ist (Abbildung 9).

Die arithmetischen Mittel der Anzahl der Foci pro Zelle, welche zwei Stunden nach
Bestrahlung gezahlt wurden, stellen sich unabhangig vom HPV-Status ahnlich dar. Nach
2 Gy Photonenbestrahlung lassen sich in der HPV-neg. Zelllinie im Mittel 32,7 + 0,7 Foci
und in der HPV-pos. Zelllinie 36,9 * 2,8 Foci nachweisen. Nach 1 Gy '2C-
lonenbestrahlung zeigen sich hingegen nur etwa die Halfte der Foci (HPV-neg.: 17,4
0,2; HPV-pos.: 18,7 + 0,1) wie nach Photonenbestrahlung (Abbildung 9A und B). Dies
legt nahe, dass die Zahl der jeweils erzeugten DSB pro Gy fur beide Strahlenarten

nahezu identisch ist.

In der HPV-neg. Zelllinie zeigt sich sowohl nach Photonen- als auch nach 'C-
lonenbestrahlung bereits nach 24 Std. eine fast vollstdndige Reparatur der DNA-
Doppelstrangbriche (Abbildung 9A). Im arithmetischen Mittel kdnnen unabhangig von
der Bestrahlungsmodalitat nach 24 Std. noch ca. 5,5 Foci pro Zelle detektiert werden.
Dies bleibt auch nach 72 Std. konstant, weshalb davon auszugehen ist, dass spater als

24 Std. nach Bestrahlung keine weitere Reparatur mehr stattfindet (Dahm-Daphi, 1996;
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Rothkamm and Lébrich, 2003). Unter Einbeziehung des Hintergrunds, der durch das
arithmetische Mittel der Anzahl der Foci in nicht bestrahlten Kontrollen festgelegt wird,
kann fur die HPV-neg. Zelllinie 24 Std. nach 2 Gy Photonenbestrahlung als auch nach 1

Gy "?C-lonenbestrahlung im Mittel ein residueller Foci (rFoci) abgeschatzt werden.

In der HPV-pos. Zelllinie zeigt sich die DNA-Doppelstrangbruchreparatur sowohl nach
Photonen- als auch nach 2C-lonenbestrahlung verzogert. Eine vollstandige Reparatur
ist erst 48 Std. nach Bestrahlung zu beobachten. In der HPV-pos. Zelllinie kénnen
weniger residuelle Foci nach 1 Gy '2C-lonenbestrahlung (rFociizc (24h) = 5; rFocisac
(48h) = 1) nachgewiesen werden als nach 2 Gy Photonenbestrahlung (rFocix (24h) = 8;
rFocix (48h) = 5).

Trotz der initial deutlich geringeren Anzahl erzeugter DSB durch 1 Gy '>C-Bestrahlung
als durch 2 Gy Photonenbestrahlung, gleichen sich die Werte residueller DSB nach
langerer Reparaturinkubation, insbesondere in der HPV-neg. Zelllinie, an. Damit deutet
sich an, dass die DSB-Reparatur nach '>C-lonenbestrahlung, insbesondere in HPV-neg.
Zellen, weniger effektiv ist als nach Photonenbestrahlung. Auch in der HPV-pos. Zelllinie

deutet sich eine Verschlechterung der DSB-Reparatur an.

3.4. Residuelle Doppelstrangbriiche im Vergleich

Um festzustellen, ob sich diese Tendenz generalisieren lasst, wurde die Anzahl
residueller Doppelstrangbriiche aller verwendeten Zelllinien nach Bestrahlung mit
isophyikalischen und isobiologischen Dosen beider Bestrahlungsmodalitaten verglichen.
Dafiir wurden die Zellen mit 2 Gy Photonen bzw. 1 und 2 Gy '?C-lonen bestrahlt und die
Zahl der residuellen DSB mittels Ko-Farbung der yH2AX/53BP1-Foci bestimmt, wobei
diese Zahl jeweils um die Zahl der Foci in den unbestrahlten Zellen (Hintergrund)
korrigiert wurde. Residuelle Doppelstrangbriiche wurden unabhangig vom HPV-Status
der Zelllinie als jene Foci definiert, die nach einer Reparaturinkubation von 24 Std.
gezahlt werden konnten.

In der Anzahl der nachgewiesenen residuellen Foci 24 Std. nach 2 Gy
Photonenbestrahlung zeigte sich ein signifikanter Unterschied (p=0,009) zwischen den
HPV-neg. und den HPV-pos. Zelllinien (Abbildung 10: linke Spalte). Im arithmetischen
Mittel liegen bei den HPV-pos. Zellen mit 10,5 £ 1,9 mehr residuelle Foci vor als bei den
HPV-neg. Zellen mit 2,3 £ 0,5. Wie in Abbildung 9 gezeigt, kann abgeschatzt werden,
dass 2 Gy Photonenbestrahlung ca. 35 DSB erzeugt. Damit kann fur HPV-neg. Zellen
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35-2,3

eine Reparatureffizienz von 93% ( e 0,93) und far HPV-pos. HNSCC-Zellen von

35-10,5
35

70% ( = 0,70) berechnet werden. Dies bestatigt, dass HPV-pos. Zellen im Mittel

Doppelstrangbriiche, die durch Photonenbestrahlung induziert wurden, schlechter

reparieren kénnen als HPV-neg. Zellen (Rieckmann et al., 2013).
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Abbildung 10: residuelle DSB nach Photonen- und "2C-lonenbestrahlung

Die Zelllinien wurden mit Photonen in einer Dosis von 1 Gy bzw. 2 Gy und mit '2C-lonen in einer
Dosis von 1 Gy bestrahlt und nach 24 Std. Reparaturinkubation die Zahl der residuellen DSB
durch Ko-Farbung der 53BP1- und yH2AX-Foci bestimmt. Hierzu wurden die Anzahl der Foci
jeweils um die Zahl der Foci in unbestrahlten Zellen korrigiert. (Lerch et al., 2020)

Dieser Unterschied zeigte sich sowohl nach der '?C-lonenbestrahlung mit 1 Gy
(isobiologische Dosis bei einer RBW von 2) als auch mit 2 Gy (iosphysikalische Dosis)
nur noch geringfligig (Abbildung 10: mittlere und rechte Spalte) und war nicht mehr
signifikant (1 Gy: p=0,237; 2 Gy: p=0,301). Nach 1 Gy ">C-lonenbestrahlung wurden in
den HPV-neg. Zellen im Mittel 2,9+0,4 und in den HPV-Positiven 3,9+0,5 residuelle DSB
nachgewiesen, wahrend sich nach 2 Gy '?C-lonenbestrahlung in den HPV-neg. Zelllinien
im Mittel 6,0£0,9 und in den HPV-Positiven 8,1+1,5 residuelle DSB zeigten. Damit wird
erstmalig gezeigt, dass, anders als nach Photonenbestrahlung, nach 'C-
lonenbestrahlung offensichtlich kein deutlicher Unterschied in der Effizienz der DSB-

Reparatur vorliegt.
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Fur die HPV-neg. Zellen werden nach Bestrahlung mit 2 Gy 'C-lonen im Mittel
signifikant mehr residuelle Foci gemessen als nach 2 Gy Photonenbestrahlung (6,0+0,9
vs. 2,3+0,5, p=0,003). Wie bereits oben dargestellt, ist nach Abbildung 9 davon
auszugehen, dass eine Bestrahlung mit 2 Gy unabhangig von der Strahlenart die gleiche

Anzahl DSB erzeugt. Fur die HPV-neg. Zellen kann daher eine Reparatureffizienz von

83% (3 53—56,0

= 0,83) nach >C-lonenbestrahlung abgeschatzt werden. Damit zeigt sich fiir

HPV-neg. Zellen eine um 10% verringerte DSB-Reparatureffizienz als nach
Photonenbestrahlung.

Uberraschenderweise zeigten sich fir die HPV-pos. Zellen nach 2 Gy '2C-
lonenbestrahlung weniger residuelle DSB als nach 2 Gy Photonenbestrahlung (8,1+1,5
vs. 10,5+1,9, p=0,350). Dies lasst vermuten, dass HPV-pos. Zellen durch '?C-lonen
erzeugte DSB mindestens genauso effizient reparieren kénnen wie jene, die durch

Photonenbestrahlung erzeugt werden.

3.5. Korrelationsanalyse des zelluldren Uberlebens und der residuellen DNA-

Doppelstrangbriiche

Um die zuvor genannten Unterschiede HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC-Zelllinien
besser zu verstehen, wurde die Beziehung der residuellen DSB und des zellularen
Uberlebens naher untersucht. Hierfir wurde die Uberlebensrate nach 6 Gy
Photonenbestrahlung gegen die Zahl der residuellen DSB nach 2 Gy
Photonenbestrahlung aufgetragen (Abbildung 11A) und entsprechend das zellulare
Uberleben nach 3 Gy 'C-lonenbestrahlung mit der Anzahl der residuellen

Doppelstrangbriiche nach 1 Gy '?C-lonenbestrahlung korreliert (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Assoziation zwischen residuellen DSB und zelluldrem Uberleben

Assoziation zwischen residuellen DSB und zellularem Uberleben fir Photonen- und '2C-
lonenbestrahlung. A) Aufgetragen ist das zelluldre Uberleben nach 6 Gy Photonenbestrahlung
gegen die Zahl der residuellen DSB nach 2 Gy. B) Aufgetragen ist das zelluléare Uberleben nach
3 Gy "C-lonenbestrahlung gegen die Zahl der residuellen DSB nach 1 Gy. Fir die
Regressionsanalyse wurden die logarithmierten Werte der Uberlebensraten verwendet; b

definiert die Neigung der linearen Regression. (Lerch et al., 2020)

Nach Photonenbestrahlung zeigen nur die HPV-pos. Zelllinien eine signifikante
Korrelation zwischen der Uberlebensrate und der Zahl der residuellen DSB (r?=0,489;
p=0,008). Die HPV-neg. HNSCC-Zellen weisen hingegen eine wesentlich kleinere
Variation in der Anzahl der residuellen DSB auf, die deshalb nicht signifikant mit der
Uberlebensrate in Beziehung stehen (r?=0,187; p=0,107). Auffallig ist, dass die beiden
Assoziationen in der linearen Regression mit einer unterschiedlich starken Neigung
beschrieben werden, wobei die HPV-neg. Zelllinien eine steiler geneigte Assoziation
aufweisen (b=0,22+0,13) als die HPV-pos. Zelllinien (b=0,09+0,03). Dies deutet
darauthin, dass eine Zunahme der residuellen DSB in HPV-neg. Zellen mit einer
starkeren Abnahme der Uberlebensrate einhergeht als in HPV-pos. Zellen. Dieser

Unterschied deutet sich auch in anderen Untersuchungen an (Rieckmann et al., 2013).

Nach '2C-Bestrahlung lasst sich die Beziehung zwischen Uberlebensrate und
residuellen DSB fur HPV-pos. und -neg. Zellen durch eine gemeinsame signifikante
Korrelation beschreiben (r’=0,353; p=0,001). Die Assoziation weist in der linearen
Regression mit b=0,45+0,12 eine starkere Neigung auf, als sie nach

Photonenbestrahlung beobachtet werden kann. Dies deutet daraufhin, dass die durch
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2C-Bestrahlung induzierten residuellen DSB unabhangig vom HPV-Status in einer
starken Abnahme der Uberlebensrate resultieren.

Insgesamt zeigen die Assoziationen, dass je nach HPV-Status der Zellen eine
unterschiedliche Beziehung zwischen residuellen DSB und ZellUberleben vorliegt. Nach
Photonenbestrahlung sind in HPV-pos. Zellen mehr residuelle DSB fur die Abnahme des
Zelliberlebens erforderlich als in HPV-neg. Zellen. Nach 'C-Bestrahlung sind bei
beiden Entitdten deutlich weniger residuelle DSB notig, um das Zelliberleben zu

reduzieren.
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4. Diskussion

Das Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von '2C-lonenbestrahlung auf HPV-neg. und
HPV-pos. HNSCC-Zellen zu charakterisieren und mit jener von Photonenbestrahlung zu
vergleichen. Hierflur sollte an fiinf HPV-pos. und finf HPV-neg. HNSCC-Zelllinien das
klonogene Uberleben sowie die Reparatur von Doppelstrangbriichen untersucht
werden.

Es wurden Zelllinien ausgewahlt, die bereits in anderen Publikationen der
radiobiologischen Charakterisierung von HPV-neg. und -pos. HNSCC dienten (Arenz et
al., 2014; Ziemann et al., 2015). Die grolke Zahl an Zelllinien wurde benutzt, um die
Heterogenitat der Tumoren der Kopf-Hals-Region abzubilden (Kasten-Pisula et al.,
2011). Die HPV-neg. Zelllinien zeichnen sich durch p53-Mutationen aus, wie es fir diese
Entitat typisch ist. Die HPV-pos. Zelllinien weisen hingegen bis auf die Zelllinie 93VU-
147T einen p53-Wildtyp-Status auf (Tabelle 1). Dies spiegelt Grundbedingungen wider,
wie sie aufgrund der atiologischen Unterschiede zu erwarten und auch in der klinischen
Situation zu finden sind (Wittekindt et al., 2012).

4.1. Zellulare Radiosensitivitat

Um die zellulare Radiosensitivitdit von Tumoren der Kopf-Hals-Region nach '2C-
lonenbestrahlung zu beurteilen, wurde zunachst die Reaktion der HNSCC-Zelllinien auf
Photonenbestrahlung radiobiologisch charakterisiert. Dabei zeigte sich eine wesentlich
hohere Strahlensensibilitat in der Gruppe der HPV-pos. als in der Gruppe der HPV-neg.
Zelllinien (Abbildung 4). Dies zeigte sich selbst bei der einer geringen Dosis von 2 Gy
(Abbildung 5). Trotz der Heterogenitat der Uberlebensfraktionen, insbesondere im
Bereich hdherer Dosen, zeigte sich keine Uberlappung der Dosis-Uberlebenskurven
zwischen HPV-pos. und HPV-neg. Zelllinien. Damit bestatigen diese Daten den
Unterschied in der zellularen Empfindlichkeit HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC-Zellen
auf Photonenbestrahlung (Arenz et al., 2014; Rieckmann et al., 2013; Seltzsam et al.,
2019; Ziemann et al., 2015). Diese Erkenntnisse spiegeln sich auch in der klinischen
Situation wider. Der positive p16-Status dient hier als prognostischer Marker mit
positivem Einfluss auf das Gesamtuberleben (Lassen et al., 2018) infolge einer hdheren
Therapiesensibilitat HPV-assoziierter OPSCC (Ang et al., 2010; Linge et al., 2016).

Erstmalig wurde in dieser Arbeit die zellulare Empfindlichkeit von HPV-pos. Zellen auf
2C-lonenbestrahlung untersucht (Abbildungen 6 & 7). Hierbei zeigt sich, dass, anders

als nach Photonenbestrahlung, kein signifikanter Unterschied in der Uberlebensrate
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HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC-Zelllinien besteht (Abbildung 7). Anhand der Dosis-
Uberlebens-Kurven wird die Ursache dafiir deutlich. Wahrend fiir die HPV-neg. Zelllinie
UM-SCC-6 eine RBW4ovon 2,81 gemessen werden kann, kann fur die HPV-pos. Zelllinie
UPCI:SCC154 lediglich eine RBW1ovon 2,14 bestimmt werden (Abbildung 6). Fur HPV-
neg. HNSCC-Zellen wurden auch in anderen Arbeiten schon ahnliche Werte fur die
RBWi1, publiziert (Bertrand et al., 2014; Beuve et al., 2008). Der Unterschied in der RBW
auf HPV-pos. und HPV-neg. Zellen konnte durch Messungen des zelluldren Uberlebens
aller Zelllinien nach 3 Gy '2C-lonenbestrahlung bestatigt werden (Abbildung 7).
Mittlerweile wurde in weiteren Publikationen ein Unterschied der RBW1 von 'C-
lonenbestrahlung auf HPV-pos. und -neg. HNSCC beschrieben, welche die Daten dieser
Arbeit bestatigen (Osu et al., 2020).

Die etwas hoheren Standardabweichungen der Mittelwerte nach '>C-lonenbestrahlung
beim Vergleich des zelluldren Uberlebens der HPV-pos. und -neg. Zelllinien weisen noch
einmal auf die Heterogenitat der bestrahlten Zelllinien innerhalb der Gruppen sowie der
HNSCC generell hin. Sie verdeutlichen die Relevanz der Suche nach weiteren
therapeutischen Markern au3er dem HPV-Status, die eine Selektion jener Tumoren des
Kopf-Hals-Bereichs ermoglichen, welche am meisten von der erhohten biologischen

Wirkung der '2C-lonenbestrahlung profitieren.

4.2. DSB-Reparaturkapazitat

Das zelluldre Uberleben bzw. die Strahlenempfindlichkeit von HNSCC-Zellen wird ganz
wesentlich durch die jeweilige Reparaturkapazitat der DSB bestimmt (Arenz et al., 2014;
Kasten-Pisula et al., 2011; Seltzsam et al., 2019; Ziemann et al., 2017). Die Messung
der DSB und deren Reparatur erfolgte in dieser Arbeit durch die Ko-Farbung von yH2AX
und 53BP1 mittels Immunfluoreszenz, was eine bewahrte Standardmethode darstellt
(Popp et al., 2017). Dabei wurden ausschlieBlich kolokalisierte Foci gezahlt, was die
Sicherheit der Auszahlung wesentlich erhdht.

Nach einer Photonendosis von 2 Gy konnten 2 Std. nach Bestrahlung in den beiden
untersuchten Zelllinien UM-SCC-3 (HPV neg.) und 93VU-147T (HPV-pos.) im Mittel ca.
17 DSB pro Gy gezahlt werden (Abbildung 9). Ahnliche Werte zeigten sich ebenfalls
nach 1 Gy '?C-lonenbestrahlung (HPV-neg.: 17,4; HPV-pos.: 18,7), was nahelegt, dass
die Induktion von Doppelstrangbrichen durch die in dieser Arbeit verwendeten
Bestrahlungsmodalitdten vor allem von deren physikalischer Dosis abhangig ist.
Generell zeigt sich, dass die Zahl der DSB pro Gy abhangig vom LET der Strahlenart

ist. Dabei stellt sich in einem LET-Bereich von 150-200 keV/um ein Maximum ein
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(Heilmann et al., 1995; Taucher-Scholz et al., 1995). Fir Partikelbestrahlung mit den hier
gewahlten Energien zwischen 114,5 und 129,5 MeV/n wurde bereits in einer anderen
Arbeit publiziert, dass die gleiche Anzahl an DSB pro Gy erzeugt wird wie nach

Photonenbestrahlung (Heilmann et al., 1995).

In beiden Zelllinien konnte anschlieRend sowohl nach Photonen- als auch nach '2C-
lonenbestrahlung eine rasche Reparatur der DSB beobachtet werden. Diese war nach
24 Std. weitestgehend abgeschlossen, wobei die HPV-pos. Zelllinie eine geringfugig
verzogerte Reparatur sowohl nach Photonen- als auch nach 'C-lonenbestrahlung
aufwies. Erste Arbeiten aus dem eigenen Labor zeigen, dass HPV-pos. HNSCC-Zellen
einen Defekt in der HR aufweisen (Ziemann et al., 2017), was ein Grund flr die
verzOgerte Reparatur darstellen konnte. Nach '>C-lonenbestrahlung zeigte sich fiir die
HPV-pos., vor allem aber auch fur die HPV-neg. Zelllinie, eine geringere Effizienz der
DSB-Reparatur, die in dieser Arbeit durch das Verhaltnis von residuellen DSB zu initialen
DSB beschrieben wird. Gleiches wurde auch in anderen Arbeiten nach Hoch-LET-
Bestrahlung beobachtet (Taucher-Scholz et al., 1995).

4.3. Residuelle DSB

Nach Photonenbestrahlung zeigte sich zwischen den HPV-pos. und HPV-neg. Zelllinien
ein signifikanter Unterschied in der Anzahl der residuellen DSB, die als jene DSB
definiert werden, die nach 24 Std. noch nachweisbar sind (Abbildung 10). Dies entspricht
den Ergebnissen aus anderen Arbeiten (Arenz et al., 2014; Rieckmann et al., 2013;
Ziemann et al., 2015) und bestéatigt, dass HPV-pos. HNSCC-Zellen nach
Photonenbestrahlung eine héhere Anzahl an residuellen DSB und damit eine geringere
DSB-Reparatureffizienz aufweisen als HPV-neg. Zellen. Dies kdnnte wie auch die
verminderte Reparaturkapazitat auf einen Defekt HPV-pos. HNSCC-Zellen in der HR
zurickzufuhren sein (Ziemann et al., 2017).

In dieser Arbeit wurde erstmalig beschrieben, dass HPV-pos. und HPV-neg. HNSCC-
Zellen nach '?C-lonenbestrahlung keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl
residueller DSB aufweisen. Dies zeigt sich sowohl nach der Bestrahlung mit 1 Gy als
auch mit 2 Gy '?C-lonenbestrahlung (Abbildung 10). Werden diese Werte mit jenen nach
Photonenbestrahlung verglichen, so zeigt sich fur HPV-neg. Zellen eine deutlich
geringere DSB-Reparatureffizienz.

Eine wesentliche Ursache dafir ist mit hoher Wahrscheinlichkeit, dass durch Hoch-LET-

Strahlung DSB erzeugt werden, die wesentlich komplexer und damit schlechter zu
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reparieren sind (Jezkova et al., 2018). In anderen Arbeiten wurde auRerdem gezeigt,
dass diese hochkomplexen DSB an den Bruchenden bearbeitet werden (Averbeck et al.,
2014), sodass bestimmte Reparaturwege wie die HR behindert werden und andere
Prozesse wie das alternative End-Joining (alt-EJ) bevorzugt werden (Liu et al., 2018;
Takahashi et al., 2014). Diese Annahmen mussen noch durch weitere Untersuchungen
bestatigt werden. Sie liefern jedoch einen moglichen wichtigen Hinweis darauf, warum
der Defekt in der HR, den HPV-pos. HNSCC aufweisen, nach '>C-lonenbestrahlung eine
geringere Rolle zu spielen scheint und warum HPV-pos. Zellen die durch ?C-lonen
erzeugten DSB mindestens genauso effizient reparieren kénnen wie jene, die durch

Photonenbestrahlung erzeugt werden (Abbildung 10).

4.4. Bedeutung der residuellen Doppelstrangbriiche fiir das Zellliberleben

Mit dieser Arbeit konnte erstmalig gezeigt werden, dass die Beziehung zwischen
zellularem Uberleben und residuellen DSB in HNSCC-Zellen sowohl vom HPV-Status
als auch von der Strahlenart abhangt. Im Allgemeinen wird davon ausgegangen, dass
die Empfindlichkeit einer Zelllinie auf Photonenbestrahlung wesentlich von deren DSB-
Reparatureffizienz bestimmt wird (Koétter et al., 2014; Rieckmann et al., 2013) und bereits
eine Reduktion der Reparatureffizienz um ein Prozent einen erheblichen Einfluss auf die
Strahlenempfindlichkeit nimmt (Kasten-Pisula et al., 2005).

In den Korrelationsanalysen zeigt sich dieser Zusammenhang in der Steilheit der
Assoziationen. Wahrend die Assoziation der HPV-neg. Zelllinien mit einer starken
Neigung zu beschreiben ist, verlduft jene der HPV-Pos. flacher (Abbildung 11).
Offensichtlich bewirkt die Zunahme residueller DSB in HPV-pos. Zellen keine so starke
Zunahme der Strahlenempfindlichkeit wie in HPV neg. HNSCC-Zellen. Dies erklart sich
daraus, dass DSB in HPV-pos. Zellen aufgrund eines Defekts in der HR (Ziemann et al.,
2017) vor allem in spaten Zellzyklusphasen akkumulieren, wahrend sie in HPV-neg.
Zellen Uber alle Zellzyklusphasen hinweg auftreten (Arenz et al., 2014; Beucher et al.,
2009). Da der DNA-Gehalt in der S- und G2-Phasezellen hoher ist, werden in der Regel
auch mehr residuelle DSB bendtigt, um beide Tochterzellen abzutéten (Durante et al.,
2013).

Korreliert man hingegen residuelle DSB und das zelluldre Uberleben nach '2C-
Bestrahlung, so lasst sich die Assoziation unabhangig vom HPV-Status beschreiben
(Abbildung 11). Dies stiitzt die These, dass die HR nach '>C-Bestrahlung eine geringere
Rolle in der DNA-Reparatur spielt als nach Photonenbestrahlung. Die wesentlich

starkere Neigung der Assoziation lasst sich mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die hohe
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Komplexitdt der durch Hoch-LET-Bestrahlung induzierten DSB zurlickflihren. Diese
bedingt ein hohes Risiko fur fehlerhafte Reparaturen und damit fir letale

Chromosomenschaden (Lee et al., 2010).

4.5. Schlussfolgerung und Ausblick

In der Arbeit konnte mittels der Bestrahlung kultivierter Zelllinien gezeigt werden, dass
sich der nach Photonenbestrahlung beobachtete deutliche Unterschied in der
Strahlenempfindlichkeit HPV-pos. und -neg. HNSCC-Zellen nach '2C-lonenbestrahlung
nicht mehr nachweisen lasst. Dabei fiel auf, dass die Angleichung der Radiosensibilitat
dadurch entsteht, dass '?C-lonenbestrahlung eine héhere relative biologische Wirkung
auf HPV-neg. Zellen als auf HPV-Pos. hat. Insbesondere die Ergebnisse zur Korrelation
von residuellen DSB mit dem =zelluldren Uberleben lassen vermuten, dass die
komplexere Struktur der durch '2C-lonenbestrahlung induzierten Doppelstrangbriiche
die erhohte biologische Wirkung vermittelt. Geprift werden sollte, inwieweit der DNA-
Reparaturdefekt HPV-pos. HNSCC in der HR einen Einfluss auf deren geringeres
Ansprechen auf '2C-lonenbestrahlung hat. Dabei sollte insbesondere die Rolle
alternativer DNA-Reparaturwege untersucht werden.

Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass die Strahlenempfindlichkeit sowohl
von HPV-neg. als auch von HPV-pos. HNSCC durch eine Bestrahlung mit '>C-lonen
gesteigert werden kann, wobei die Strahlenempfindlichkeit der beiden Entitaten nicht
relevant differiert. Dieser markante Unterschied zur Bestrahlung von HNSCC mit
Photonen, bei der sich ein deutlicher Unterschied in der Strahlensensibilitdt zwischen
HPV-neg. und HPV-pos. HNSCC zeigt, ist bei der Planung klinischer Studien mit
HNSCC-Patienten unbedingt zu berlcksichtigen. Insbesondere im Bereich HPV-
negativer HNSCC besteht wegen der bisher erzielten Heilungsraten von nur 40-60%
grolRer Handlungsbedarf. Da eine weitere Eskalation der klassischen
Radiochemotherapie aufgrund der bereits bei den derzeit verwendeten
Behandlungsschemata auftretenden starken Nebenwirkungen kaum mdglich ist, kann
die zielgenauere und innerhalb des Zielvolumens biologisch wesentlich wirksamere '2C-
lonenbestrahlung, insbesondere im Bereich der Behandlung HPV-neg. HNSCC, eine

sinnvolle zukunftige Alternative darstellen.
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5. Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCC) sind mit Uber 600.000
Neuerkrankungen pro Jahr die sechsthaufigste Tumorerkrankung weltweit. Sie lassen
sich atiologisch in eine primar noxen-bedingte (HPV-negative) Gruppe und eine mit
Hoch-Risiko-Typen des Humanen Papilloma-Virus assoziierte (HPV-positive) Gruppe
differenzieren. In  fortgeschrittenen Stadien werden HNSCC mit einer
Radiochemotherapie mit hochenergetischen Photonen behandelt. In Studien hat sich
gezeigt, dass HPV-positive HNSCC wesentlich sensibler auf die Therapie reagieren,
was biologisch unter anderem auf einen Defekt in der DNA-Reparatur zuriickzuflihren
ist. Dies flihrt dazu, dass der positive p16-Status, der als Surrogatmarker fir die HPV-
Infektion fungiert, ebenfalls ein prognostischer Marker ist. Dieser geht mit einer hGheren
5-Jahres-Gesamtlberlebensrate  (>80%) einher, wahrend die  5-Jahres-
Gesamtlberlebensrate von Patienten mit fortgeschrittenen HPV-negativen HNSCC mit
ca. 50% abgeschatzt werden kann. Dies zeigt, dass eine Eskalation der biologischen
Therapiewirkung von Néten ist, um das Uberleben von Patienten mit HNSCC zu
verbessern. Diese ist aber nur schwer erreichbar, da die Therapie bereits jetzt schwere
Nebenwirkungen wie Entzindungen der Mundschleimhaut, Mundtrockenheit und
Dysphagie hervorruft. Nicht selten machen diese Nebenwirkungen eine kinstliche
Ernahrung nétig oder fihren sogar zum Abbruch der Therapie. Eine vielversprechende
zukinftige Alternative stellt die hoch-konformale Bestrahlung mit 2C-lonen dar, da diese
sowohl eine effektive Normalgewebsschonung ermdglicht als auch eine erhéhte
biologische Wirkung auf den Tumor aufweist.
Um die Etablierung von '2C-lonenbestrahlung an Patienten mit HNSCC zu ermdglichen,
ist eine Charakterisierung der biologischen Wirkung dieser Bestrahlungsmodalitat auf
HNSCC-Zellen von Noten. Ziel dieser Arbeit war es, diese Erkenntnisse anhand von finf
HPV-negativen und flinf HPV-positiven HNSCC-Zelllinien zu erarbeiten.
Dabei wurden folgende Resultate erzielt:
e Die erhdohte Sensibilitdt HPV-positiver HNSCC-Zellen gegenlber
Photonenstrahlung konnte durch diese Arbeit bestatigt werden.
e Die Bestrahlung mit '>C-lonen fiihrt sowohl bei HPV-positiven als auch bei HPV-
negativen HNSCC-Zellen zu einer deutlich hdheren Strahlensensibilitat.
e Fur HPV-positive Zellen zeigt sich eine geringere relative biologische Wirkung
der 2C-lonenbestrahlung als fir HPV-negative HNSCC-Zellen.
e Der Unterschied in der relativen biologischen Wirkung fuhrt zu einer Angleichung
des zelluldaren Uberlebens HPV-positiver und HPV-negativer HNSCC-Zellen

nach '>C-lonenbestrahlung.
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Zusammenfassung

e Wahrend sich nach Photonenbestrahlung deutlich mehr residuelle DNA-
Doppelstrangbriiche in HPV-positiven Zellen als in HPV-negativen Zellen zeigen,
ist nach der Bestrahlung mit '?C-lonen kein signifikanter Unterschied in der
Anzahl residueller Doppelstrangbriiche mehr nachweisbar.

e Die Assoziation der Ergebnisse fiir das zelluldare Uberleben mit der Anzahl
residueller DNA-Doppelstrangbriche zeigt, dass, in Analogie zu den
Ergebnissen nach Photonenbestrahlung, auch nach der Bestrahlung mit '2C-
lonen die Doppelstrangbruch-Reparatureffizienz das zellulare Uberleben

wesentlich bestimmt.

In dieser Arbeit wurde erstmalig gezeigt, dass bei einer Bestrahlung mit 2C-lonen kein
signifikanter Unterschied im zellularen Uberleben HPV-positiver und HPV-negativer
HNSCC nachweisbar ist. Dies steht in erheblichem Kontrast zu den Ergebnissen, die
nach der Bestrahlung mit hochenergetischen Photonen gefunden werden kdnnen.
Dieser markante Unterschied ist bei der Planung zukiinftiger Studien zum Einsatz von
2C-lonenbestrahlung zur Behandlung von HNSCC unbedingt zu beriicksichtigen.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden veréffentlicht: Lerch, S., Berthold, S.,
Ziemann, F., Dreffke, K., Subtil, F.S.B., Senger, Y., Jensen, A., Engenhart-Cabillic, R.,
Dikomey, E., Wittig, A., Eberle, F., Schoétz, U., 2020. HPV-positive HNSCC cell lines
show strongly enhanced radiosensitivity after photon but not after carbon ion irradiation.
Radiother. Oncol. 151, 134—-140. Dabei wurde die Veréffentlichung vom Erstautor

konzipiert, ausgewertet und geschrieben.
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Summary

6. Summary

Tumors of the head and neck region (HNSCC) are the sixth most common cancer
worldwide with nearly 600.000 new cases every year. They can be subdivided in a
subgroup which is mainly driven by noxa (HPV-negative) and a subgroup which is mainly
depending on a chronic infection with a high-risk pamilloma virus (HPV-positive). In
advanced stages these tumors are (generally treated by photon-based
radiochemotherapy. It is shown in several studies that patients with HPV-positive
HNSCC profit more from the therapy than patients with HPV-negative HNSCC. This is
considered to result from an increased cellular radiosensitivity of HPV-positive HNSCC
caused by a defect in DNA double strand break repair. This stronger effect leads to an
increased 5-year overall survival rate (>80%) of patients with a p16-positive tumor which
is a surrogate marker for HPV positivity and therefore also a prognostic marker. The 5-
year overall survival of patients with HPV-negative HNSCC is worse with about 50%
mainly depending on the state. Therefore, a therapy escalation is necessary to increase
the survival rates of patients with HNSCC. However, even the therapy schemes which
are currently used are accompanied with substantial rates of side effects like mucositis,
xerostomia or dysphagia. This leads to a relevant number of cases which need artificial
feeding or makes it even necessary to break up the therapy.
For HNSCC a promising alternative is seen in the high conformal irradiation with carbon
ions (2C-ions). This radiation quality allows a strong local effect on the tumor with a
noticeable protection of the normal tissue at the same time. Before starting a clinical trial
with '2C-ion irradiation on patients the effects of these ions on HNSCC cells must be
known. The aim of this study was to obtain these data by using five HPV-negative and
five HPV-positive HNSCC cell lines.
The following results were obtained:
e The study could confirm the higher radiosensitivity of HPV-positive HNSCC cells
for irradiation with photons.
e The irradiation with '?C-ions leads to an increase of radiosensitivity in HPV-
positive and HPV-negative HNSCC cells.
e '2C-ion irradiation showed a lower relative biological effect on HPV-positive
HNSCC cells than on HPV-negative HNSCC cells.
e The difference in the relative biological effectiveness led to an alignment of
cellular survival of HPV-positive and HPV-negative HNSCC cells after '?C-ion

irradiation.
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Summary

e More residual DNA double strand breaks can be found in HPV-positive cells than
in HPV-negative cells after photon irradiation. After "2C-ion irradiation there was
no significant difference.

e The association between residual DNA double strand breaks and cell survival
shows that both after photon irradiation and after '2C-ion irradiation cellular
survival is mainly depending on the DNA double strand break repair efficacy.

It is shown here for the first time that the cellular survival of HPV-positive and HPV-
negative HNSCC cells does not differs significantly after an irradiation with '>C-ions. This
stands in contrast to the huge difference previously found after photon irradiation. This
marked difference needs to be considered when planning new ftrials for the clinical
application of '2C-ion irradiation for patients with both HPV-negative and HPV-positive
HNSCC.

Parts of this work were published: Lerch, S., Berthold, S., Ziemann, F., Dreffke, K., Subtil,
F.S.B., Senger, Y., Jensen, A., Engenhart-Cabillic, R., Dikomey, E., Wittig, A., Eberle,
F., Schoétz, U., 2020. HPV-positive HNSCC cell lines show strongly enhanced
radiosensitivity after photon but not after carbon ion irradiation. Radiother. Oncol. 151,

134-140. The article was designed, evaluated and written by the first named author.
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8. Anhang

8.1. Liste der verwendeten Materialien

Tabelle 4: verwendete Geréte und Grol3geréte

Gerit

Firmenname

Anhang

Firma, Sitz

Bestrahlungsgerat

X-RAD 320iX
(Dosisleistung 1,0 Gy/min)

Precision X-Ray, Inc. North
Branford/CT, USA

Feinwaage MXX-412 Denver Instrument GmbH,
Géttingen
Inkubatoren HERACELL 240i Heraeus Holding GmbH,
Hanau
Mikroskope - Motorised research Olympus, Hamburg,
inverted system Deutschland
microscope 1X81
- CKX41
- Weitfeldmikroskop Leica, Wetzlar, Deutschland
DM5500
- DMIL LED
2C-lonen- Marburger

Bestrahlungsanlage

lonenstrahltherapiezentrum,

Marburg

Pipettierhilfe

Integra PIPETBOY

pipetus®

Integra, Biebertal

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt

Schattler Duomax 1030 Heidolph Instruments & Co.
KG, Schwabach

Sterilbank HERASAFE KS Heraeus Holding GmbH,
Hanau

Vakuumpumpe CvC2000 1l vacuubrand GmbH & Co. KG,
Wertheim

Vortexer VortexGenie2™ Scientific Industries Bohemia,
NY, USA

Zentrifugen Universal 320R Hettich Zentrifugen, Tuttlingen
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Heraeus MEGAFUGE 16R
Centrifuge

Heraeus Holding GmbH,

Hanau

Biozym® sprout Biozym Scientific, Hess.
Oldendorf
Tabelle 5: verwendete Verbrauchsmaterialien
Plastik-/Glasware GrofRe Firma, Sitz

6-Well-Platten

BD Biosciences,

Heidelberg

12-Well-Platten

Greiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen

Deckglaschen

15mm Durchmesser

VWR International GmbH,
Radnor, PA, USA

Kanilen

0,8 x40 mm

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen

Pipettenspitzen

10 pL, 100 wL, 200 pL, 1mL

Greiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen

Reaktionsgefalle

15 mL, 50 mL

Greiner Bio-one GmbH,

Frickenhausen

serologische Pipetten

1mL,5mL, 10 mL, 25 mL, 50 Greiner Bio-one GmbH,

CELLSTAR® mL Frickenhausen

serologische Pipetten  2mL Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland

Menzel-Glaser Super 25x75x1 mm Gerhard Menzel GmbH,

Frost® Objekttrager

Braunschweig,

Deutschland
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8.2. Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 6: verwendete Chemikalien und Reagenzien

Losung, Reagenz

Firma, Sitz

Formaldehydlésung 37%

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Fotales Rinderserum
Cat No: FBS-11A

Capricorn Scientific GmbH,

Ebsdorfergrund

Kristallviolett (C3886)

SIGMA-ALDRICH® CHEMIE GmbH,

Steinheim

L-Glutamin

Capricorn Scientific GmbH,

Ebsdorfergrund

nicht-essenzielle Aminosauren
(REF11140-035)

Thermo-Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Penicillin-Streptomycin (P0781)

SIGMA-ALDRICH® CHEMIE GmbH,

Steinheim

phosphat-gepufferte Salzlésung

SIGMA-ALDRICH® CHEMIE GmbH,

Steinheim

ProLong™ Gold antifade reagent with
DAPI

Life TechnologiesCorporation, Eugene,
Oregon, USA

Rinder-Serumalbumin

Capricorn Scientific GmbH

Roswell-Park-Memorial Institute 1640
Medium (R0883)

SIGMA-ALDRICH® CHEMIE GmbH,

Steinheim

Triton X-100

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Trypsin-EDTA

SIGMA-ALDRICH® CHEMIE GmbH,

Steinheim

Tween® 20

SIGMA-ALDRICH® CHEMIE GmbH,

Steinheim
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8.3. Liste der verwendeten Antikorper

Tabelle 7: verwendete Antikbrper

Antikorper

Firma, Sitz

53BP1 Antibody NB 100-305
(rabbit, polyclonal)

Novus Biologicals, Centennial, CO, USA

phospho-histone 2AX, clone JBW301 Millipore Corporation, Temecula, CA,

(mouse, monoclonal)

USA

AlexaFluor488 donkey anti-rabbit 1I9G Thermo-Fisher Scientific Inc., Waltham,

(donkey, monoclonal) MA, USA
AlexaFluorPlus647 goat anti-mouse IgG  Millipore Corporation, Temecula, CA,
(goat, monoclonal) USA
8.4. Liste der verwendeten Software
Tabelle 8: verwendete Software
Softwarenutzung Firmenname der Firma, Sitz
Software
Datenauswertung und - Microsoft Office 2020 Microsoft Corporation,
dokumentation Redmond, WA, USA
Datenauswertung und - GraphPad Prism 8.0 GraphPad Software, La
darstellung Jolla, CA, USA
Datenerhebung Olympus Xcellence Olympus, Hamburg
Datenerhebung ImageJ open source
Datenverarbeitung LAS-AF Leica, Wetzlar
Literaturverwaltung Zotero open source

68



Anhang

8.5. Zusatzliche Abbildungen und Tabellen

Tabelle 9: Plattierungseffizienzen der Koloniebildungstests

Zelllinie Mittelwerte der Plattierungseffizienzen der

Koloniebildungstests

Photonen 12C-lonen

HPV-pos.
UM-SCC-47 0,12 0,15
UD-SCC-2 0,34 0,41
93VU-147T 0,06 0,12
UM-SCC-104 0,11 0,08
UPCI:SCC154 0,14 0,14

HPV-neg.
UM-SCC-11b 0,21 0,15
UM-SCC-3 0,11 0,12
UM-SCC-6 0,12 0,14
UT-SCC-33 0,40 0,30
FaDu 0,19 0,35
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8.6. Curriculum vitae

Dieser Teil der Arbeit enthalt personliche Daten und wurde deshalb aus der online

veroffentlichten Fassung entfernt.

70



Anhang

71



Anhang

8.7. Verzeichnis der akademischen Lehrer

Meine akademischen Lehrerinnen und Lehrer waren in Marburg:

Vorklinischer Studienabschnitt:

Adamkiewicz, Basler, Baranovski, Bauer, Bette, Bertoune, Braun, Brehm, Bogdan,
Bonaterra, Cetin, Daut, Decher, del Rey, Eickmann, Feuser, Geraedts, Grundmann,
Halaszovich, Hildebrandt, Hobiger, Koolman, Lill, Loéffler, Mey, Milani, Mueller,
Neumidiller, Oberwinkler, Oliver, Preisig-Miller, Reese, Rost, R6hm, Rust, Schafer,
Schitz, Schwarz, Seitz, Stahl, Steiniger, Schratt, Suske, Thieme, von Zezschwitz,

Weihe, Wertenbruch, Westermann, Wilhelm, Wrocklage

Klinischer Studienabschnitt:

Aigner, Al-Fakhri, Alexander Arenz, Barth, Bartsch, Bauer, Baum, Baumann, Baumlein
Becker, Becker, Bein, Bender, Best, Bien, Birk, Bliemel, Bohlander, Burchert, Carl,
Czubayko, Damanakis, Dettmeyer, Denkert, Denzer, Dietz, Divchev, Donner-Banzhoff,
Duda, Eberle, Ehlenz, Engenhart-Cabillic, Eming, Fendrich, Frink, Fritz, Fuchs-
Winkelmann, Fuest, Gebhardt, Geisthoff, Geks, Geraedts, Gel3ner, Ghazy, Gorg, Gress,
Greulich, Grgic, Grikscheit, Grimm, Grosse, Grzeschik, Haas, Hertl, Hellinger, Hoch,
Hoffken, Hoffmann, Holland, Holzer, Hoyer, Huber, Jansen, Jerrentrup, Josephs, Kalder,
Kamp-Becker, Kampmann, Kann, Keber, Kemmling, Kill, Kircher, Kirschbaum, Klemmer,
Klose, Knake, Knipper, Koczulla, Kéhler, Kémhoff, Kénig, Kiihnert, Leonhardt, Lohoff,
Luster, Lusebrink, Mack, Mahnken, Maier, Maisner, Mandic, Mann, Maurer, Menzler,
Merte, Moll, Morin, Mossdorf, Mdller, Maller, Mutters, Neff, Nenadic, Neubauer, Nimsky,
Nockher, Oberkircher, Oertel, Opitz, Pagenstecher, Parahuleva, Pedrosa, Peterlein,
Pfarr, Pfltzner, Portig, Pottgen, Plant, Rastan, Renke, Renz, Reimann, Richter, Riera-
Knorrenschild, Rinke, Rothmund, Ruchholtz, Risch, Schéafer, Schieffer, Schmeck,
Schmidt, Schneider, Schoétz, Schu, Schuhmacher Schulze, Schitt, Schymalla, Seifert,
Seitz, Sekundo, Sevinc, Sieveking, Simon, Sohlbach, Sommer, Stuck, Strik,
Tackenberg, Thiemer, Thum, Timmermann, Timmesfeld, Vahdad, Vogelmeier, Vogt,
Vojnar, Vorwerk, Wagner, Weber, Werner, Wiese, Wiesmann, Wissniowski, Wittig,

Worzfeld, Wulf, Wiindisch, Zavorotny, Zemlin, Ziller, Zimmer, Ziller Ziring, Zwiorek
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8.8. Danksagung

An allererster Stelle mochte ich Prof. Dr. Rita Engenhart-Cabillic fir die Mdglichkeit
danken, in Ihrer Klinik promovieren zu durfen. Sie hat mir die Moglichkeit gegeben, auch
Uber die Promotion hinaus, sehr viel Uber Strahlentherapie zu lernen und meinen
beruflichen Weg damit in wesentlichem Malie gepragt.

Mein groflier Dank gilt PD Dr. Ulrike Theil3 fir die Moglichkeit, das Thema unter ihrer
Anleitung im Labor der Klinik flr Strahlentherapie zu bearbeiten. Dabei danke ich ihr
sowohl fur den Freiraum, in dem ich wissenschaftlich arbeiten durfte, als auch fur die
hervorragende Betreuung und die Selbstverstandlichkeit, mit der sie mir stets ihre Hilfe
anbot. Ebenfalls danke ich PD Dr. Fabian Eberle, ohne dessen Engagement die
Umsetzung dieser Arbeit ebenfalls nicht gelungen ware.

Des Weiteren danke ich PD Dr. Florentine Subtil, Dr. Andrea Arenz, Dr. Kristin Dreffke
und Dr. Ricarda Hannen fur die wissenschaftliche Betreuung.

Einen besonderen Dank moéchte ich Prof. Dr. Ekkehard Dikomey aussprechen, der mich
in seiner Rolle als Gastprofessor in der Klinik fir Strahlentherapie in Marburg wahrend
meiner Tatigkeit im Labor und bei der Anfertigung dieser Arbeit sehr unterstitzt hat und
dessen methodische und wissenschaftliche Beitrage mafRigeblich zum Gelingen dieser
Arbeit beigetragen haben.

Bedanken mdchte ich mich ebenso bei meinen Weggefahrten aus dem Labor fir
Strahlentherapie, mit denen ich viele Stunden an Tag und Nacht im Labor gearbeitet
habe. Insbesondere mdchte ich mich bei Dr. Dinesh Tiwari und Dr. Maximilian Al-Bazaz
fur ihr stets offenes Ohr und den wissenschaftlichen Austausch bedanken. Ebenso gilt
mein Dank allen weiteren Mitarbeitern der Klinik fur Strahlentherapie des UKGM und des
Marburg lonenstrahl-Therapiezentrums. An dieser Stelle seien vor allem Prof. Dr.
Klemens Zink und seine Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter genannt, denen ich fir die
Dosimetrie und die physikalische Betreuung am MIT danken méchte.

SchlieBlich gilt ein sehr groRer Dank Stefanie Preising und Leoni Piepke aus dem Labor
flr Strahlentherapie, ohne deren Hilfe und Anleitung diese Arbeit nicht moglich gewesen
ware. Ich hoffe ihr seht auf die Zeit ebenso gltcklich zurtck wie ich.

Mein groRter Dank gebuhrt jedoch meiner Familie und meiner Freundin Anne
Gravemeyer, ohne deren Hilfe und Unterstlitzung ich nie bis zu diesem Punkt

gekommen ware. |hr seid mein Ein und Alles.
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8.9. Ehrenwortliche Erklarung

Ich erkldre ehrenwdrtlich, dass ich die dem Fachbereich Medizin Marburg zur
Promotionsprifung eingereichte Arbeit mit dem Titel ,Die Wirkung von
Kohlenstoffionenbestrahlung auf die Uberlebensrate und Doppelstrangbruchreparatur
von HPV-positiven und -negativen HNSCC-Zellen“ in der Klinik fiir Strahlentherapie und
Radioonkologie unter Leitung von Prof. Dr. med. Engenhart-Cabillic mit Unterstlitzung
durch PD Dr. rer. nat. Ulrike Theif und PD Dr. med. Fabian Eberle ohne sonstige Hilfe
selbst durchgefuhrt und bei der Abfassung der Arbeit keine anderen als die in der
Dissertation aufgefuhrten Hilfsmittel benutzt habe. Ich habe bisher an keinem in- oder
auslandischen Medizinischen Fachbereich ein Gesuch um Zulassung zur Promotion

eingereicht, noch die vorliegende oder eine andere Arbeit als Dissertation vorgelegt.

Ich versichere, dass ich samtliche wortlichen oder sinngeméaRen Ubernahmen und Zitate

kenntlich gemacht habe.

Mit dem Einsatz von Software zur Erkennung von Plagiaten bin ich einverstanden.
Teile der vorliegenden Arbeit wurden im Rahmen der Publikation ,HPV-positive HNSCC
cell lines show strongly enhanced radiosensitivity after photon but not after carbon ion

irradiation” in der Zeitschrift Radiotherapy and Oncology (Lerch et al., 2020)

veroffentlicht.
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