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3. Abstract

Die Strahlentherapie gilt als eine der Grundsaulen der onkologischen Therapie insbesondere nach einer
brusterhaltenden Operation ein wesentlicher Bestandteil der Behandlung des Mammakarzinoms. Hierfir
stehen Bestrahlungsschemata mit unterschiedlichen hohen Einzeldosen zur Verfligung, die von
fraktionierten Uber hypofraktionierte bis hin zu ablativen Verfahren reichen. Die intra-operative
Strahlentherapie (IORT) kommt als Methode mit hoher Bestrahlungsdosis noch unter Narkose der Tumor-
Operation zum Einsatz und erlaubt nach Exzision des Tumors eine prazise Radiotherapie des ehemaligen

Tumorbetts und damit eventuell verbliebener Tumorreste.

Praklinische Studien zeigen, dass die Strahlentherapie neben der Induktion von Tumorzelltod auch tiber
Mechanismen der angeborenen und erworbenen Immunitdt einen wesentlichen Beitrag zur
Tumorkontrolle leisten kann. Die Art des Tumorzelltodes scheint hierbei insofern eine wesentliche Rolle
zu spielen, als hohe Einzeldosen eher zu nekrotischem Zelltod fiihren als fraktionierte. Uber die
konsekutive Freisetzung von Damage-Associated-Molecular-Patterns (DAMPs) und dadurch ausgeldste
Reaktionen werden immunologische Signalkaskaden aktiviert, die zu einer Anti-Tumor-Immunitat
beitragen konnen. Ein wichtiger Schritt hierbei ist die Zuganglichkeit von Tumorzellen fiir das
Immunsystem und damit die Modalitdten der Rekrutierung von Immunzellen in die nach Exzision

verbleibende Tumorloge.

Um diese Beobachtungen aus In-vitro- und In-vivo-Experimenten in der klinischen Situation naher zu
beleuchten, wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine klinische Begleitforschungsstudie konzipiert
und durchgefiihrt, die peripheres Blut und Wundflissigkeit von Mammakarzinom-Patientinnen nach
brusterhaltender Operation mit und ohne IORT untersuchte. Das Biomaterial wurde auf Menge,
Hamoglobingehalt und Gesamt-Leukozytenzahl untersucht und es wurden detaillierte Analysen zur
Zusammensetzung der Leukozyten-Subpopulationen und  Zytokin-Produktionsmuster sowie

transkriptomische Charakterisierungen anhand von RNA-Sequenzierungs-Untersuchungen durchgefihrt.

Nach IORT wanderten verstarkt Monozyten (insbesondere klassische Monozyten), eosinophile
Granulozyten, plasmazytoide dendritische Zellen und B-Zellen ins ehemalige Tumorbett ein. Auf
Zytokinebene ergaben sich in der Wundflissigkeit der IORT-Patientinnen signifikant erhohte Werte fir
MIF und IL-3. Beide Zytokine zeigten zudem eine signifikante Korrelation mit den eingewanderten
Immunzellen, was auf eine Beteiligung an der Rekrutierung der Immunzellen hindeutet. Um dem
Ursprung dieser beiden Zytokine nachzugehen, erfolgten ergdnzende In-vitro-Versuche in nicht-
malignem Normalgewebe. Hierbei zeigte sich nach Bestrahlung mit 20 Gy eine starke Seneszenz-
Induktion mit einer gesteigerten Produktion von MIF und IL-3, sodass anzunehmen ist, dass bestrahltes,

nicht-malignes Normalbrustgewebe an der Immunzell-Rekrutierung beteiligt ist.

Zur naheren Charakterisierung der Funktion der eingewanderten Leukozyten-Subpopulationen wurden
Transkriptom-Analysen durch RNA-Sequenzierung und Geneset-Enrichment-Analysen durchgefiihrt. In
der IORT-Kohorte zeigte sich eine Anreicherung von Genexpressionsmustern, die auf eine verstarkte
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Inflammation hinweisen. Mechanismen, die mit den Transkriptionsfaktoren der NFkB- und STAT-Familie
assoziiert sind, nahmen vorrangige Positionen ein und stellen damit auf Genexpressionsebene

Schllsselelemente der immunologischen Antwort nach Bestrahlung mittels IORT dar.

Zusammenfassend liefert diese Studie erstmals Einblicke in die immunologischen Effekte nach
hoherdosierter Bestrahlung am Beispiel der IORT im klinischen Setting. Die dargestellten Ergebnisse
zeigen lokale und systemische Effekte der IORT nach brusterhaltender Operation, bieten Einblicke in
zugrundeliegende Immunzell-Rekrutierungsmuster, beleuchten die Involvierung des in diesem
Zusammenhang bisher kaum untersuchten nicht-malignen Normalgewebes auf ionisierende Strahlung
und verweisen auf dessen Beitrag bei der Rekrutierung von Immunzellen. Die Ergebnisse dieser Studie
bilden in Zusammenschau mit praklinischen Vorpublikationen eine Grundlage fir weiterfiihrende
Untersuchungen und lenken das Interesse auf Bestrahlungsschemata mit hoheren Einzeldosen zur
gezielten immunologischen Modulation. Weitere Studien werden die lokalen und systemischen
immunologischen Effekte der IORT naher charakterisieren und helfen, Therapiekonzepte, v.a. mit Hinblick

auf Bestrahlungsdosen und deren zeitlicher Planung, weiter zu optimieren.
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4. Einfiihrung

4.1. Therapie des Mammakarzinoms und klinische Hintergriinde

Die Strahlentherapie stellt neben der Chirurgie und der Chemotherapie einen Grundpfeiler in der
Behandlung onkologischer Erkrankungen dar und wird etwa 60% der onkologischen Patient*innen im
Rahmen ihrer Krankheitsphase zuteil [1]. Insbesondere beim Mammakarzinom ist eine post-operative
Bestrahlung nach brusterhaltender Operation ein wesentlicher Bestandteil der aktuellen
Therapieleitlinien, da hierdurch insbesondere die lokoregiondren Rezidivraten wesentlich reduziert

werden kdnnen [2].

Fiir die adjuvante, sprich post-operative Strahlentherapie des Mammakarzinoms stehen verschiedene
Schemata zur Verflgung. Entsprechend der aktuellen Interdisziplinaren S3-Leitlinie fir die
Friiherkennung, Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Mammakarzinoms von 2021 stellen
hypofraktionierte und konventionell fraktionierte Schemata die momentanen adjuvanten
Radiotherapiestandards der perkutanen Radiotherapie dar: Im Rahmen hypofraktionierter Schemata
wird eine Gesamtdosis von ca. 40 Gy verteilt auf 15-16 Fraktionen lGber 3-5 Wochen auf das Tumorbett
appliziert [3]. Eine konventionell fraktionierte Bestrahlung erfolgt hingegen in 25-28 werktaglichen

Therapieeinheiten a 1,8-2,0 Gy mit einer Gesamtdosis von etwa 50 Gy lber 5-6 Wochen [3].

Die aktuelle Datenlage zeigt, dass alle Mammakarzinom-Patientinnen nach brusterhaltender Operation
von einem zusatzlichen Boost auf das ehemalige Tumorbett hinsichtlich lokaler Tumorkontrolle
profitieren [3]. Diese lokale Dosissteigerung kann im Anschluss an das gewahlte
Bestrahlungsgrundschema als sogenannter sequenzieller Boost oder verteilt auf die einzelnen Fraktionen
als simultan-integrierter Boost erfolgen [3]. Mdgliche interstitielle Boost-Verfahren stellen die intra-

operative Radiotherapie (IORT) oder die Brachytherapie dar [3].

Neben den genannten fraktionierten Schemata kommen auch Bestrahlungsverfahren mit héheren
Einzeldosen von bis zu 20 Gy zum Einsatz [4]. Als Beispiel hierfir ist die intra-operative Radiotherapie
(IORT) zu nennen. Im Rahmen der IORT wird direkt nach Exzision des Tumors noch in Narkose ein
spharischer Applikator eines mobilen Rontgengerats durch die Inzisionsstelle in das ehemalige Tumorbett
eingebracht und eine hohere Dosis niedrig-energetischer Réntgenstrahlung mit geringer Eindringtiefe
appliziert [5, 6]. Dadurch kann eine sehr prazise, hochdosierte Bestrahlung der direkten ehemaligen
Tumorumgebung oder sogar etwaiger verbliebener Tumorreste unter Schonung der Haut und des

unterliegenden Gewebes gewdhrleistet werden [5, 6].

Je nach klinischer und histologischer Konstellation kann eine IORT somit die adjuvante perkutane
Bestrahlung ersetzen oder als vorgezogener Boost dienen und somit die Therapiezeit entsprechend

verkiirzen [3].
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4.2. Molekularonkologische Grundlagen der Strahlentherapie beim Mammakarzinom

Die tumorbiologische Grundidee einer onkologischen Strahlentherapie versteht sich in der Induktion von
zellularen DNA-Schaden und in weiterer Folge in der Induktion von Tumorzelltod durch ionisierende
Strahlung [5]. Den gewilinschten Unterschied in den Folgen der Strahlenwirkung zwischen gesundem
Gewebe und Tumorgewebe erlauben die Unterschiede der Gewebeeigenschaften, die u.a. die Reparatur
von DNA-Schaden, Reoxygenierung, Redistribution hinsichtlich Zellzyklusphasen und die Repopulation
von Gewebe betreffen — gemeinhin bekannt als “die vier R der Strahlentherapie® [7, 8]. Auf diesem
Wissen fullen die heute geldaufigen Bestrahlungsschemata, die sich die erhaltene Reparaturfahigkeit des
gesunden, benignen Gewebes zwischen den Therapiefraktionen zunutze machen [5], die bei Tumorzellen
verandert bzw. gestort verlauft [9]. Die Strahlentherapie zielt folglich durch exakte Bestrahlungsplanung
auf eine hochprazise lokoregiondare Tumorkontrolle ab, wobei die genannten strahlenbiologischen
Eigenschaften eine Destruktion des Tumors bei gleichzeitiger Schonung des umliegenden benignen

Gewebes erlauben [5].

Abgesehen von den Untersuchungsergebnissen zu lokalen Effekten der Strahlentherapie fanden sich in
den letzten Jahrzehnten einige Fallberichte, in denen das Verschwinden von unbehandelten Metastasen
oder Primartumoren nach Bestrahlung einer oder mehrerer Metastasen beschrieben wurde [10, 11].
Diese Beobachtung wird als “abskopaler Effekt” [12] der Strahlentherapie bezeichnet und wurde bereits
sehr friih mit einer systemischen Anti-Tumor-Immunantwort nach lokaler Bestrahlung in Verbindung

gebracht [12, 13].

In den letzten Jahren verzeichnete die onkologische Forschung einen massiven Wissenszuwachs im
Bereich der Tumor-Immunologie, was sich nicht zuletzt in einem Boom an Immuntherapien und hierbei
vorrangig Immuncheckpoint-Blockern manifestierte, die mittlerweile bei verschiedenen Tumorentitaten
Teil der klinischen Routine geworden sind [14]. Tumoren interagieren mit dem Immunsystem und
entziehen sich teilweise dessen Uberwachung, was einerseits die Tumorkontrolle erschwert, andererseits
jedoch Angriffspunkte flr neue Therapien bietet und insbesondere Kombinationstherapien, wie z.B.

Stahlen- und Immuntherapie, ins Licht ndaherer Betrachtungen riickt [10, 15-17].

4.2.1. Der abskopale Effekt
1953 pragte R. H. Mole den Begriff des “abskopalen Effekts” (Etymologie: lat. “ab“: entfernt von; griech.

“scopds”: Ziel) [12] als Therapieeffekt aulRerhalb des Bestrahlungsgebietes [12].

Seit der ersten therapeutischen Applikation von Rontgenstrahlung Ende des 19. Jahrhunderts [18] sind
mehrere Dutzend Fallberichte publiziert, in denen nach lokaler Strahlentherapie eine Regression oder gar
ein Verschwinden unbestrahlter Metastasen oder Primartumoren beschrieben wurde [10, 11]. Eine
detailliertere Analyse der Fallberichte zeigt eine breite Heterogenitdt an Tumorentitaten und
vorausgegangen Therapien, dennoch ist auffallig, dass diese abskopalen Effekte haufig bei alteren,
palliativ behandelten Patient*innen mit hheren Einzeldosen auftraten und bestimmte Tumorentitdten
wie Melanome, Lymphome und Nierenzellkarzinome (berreprasentiert waren [10]. Werden diverse

13



Tumorentitdten hinsichtlich ihres Neoantigen-Repertoires gereiht, finden sich die genannten Entitdten
unter denen mit hohem Neoantigenanteil [19, 20]. Da zelluldre Antigene insbesondere im Falle eines
Tumorzelltodes Art und AusmaR der daraus resultierenden immunologischen Antwort mitbestimmen
[21], kann der Neoantigenanteil eines Tumors eine wichtige Rolle in der immunologischen

Tumorkontrolle einnehmen [19].

Bei ndherer Betrachtung der Fallberichte fallt auf, dass insbesondere Schemata mit hoheren
Strahlendosen, die aktuell haufig im palliativen Setting Verwendung finden [5], verstarkt immunologische
Effekte induzieren [10]. Zudem finden sich in einzelnen Fallberichten Kombinationen von
Strahlentherapie mit Immuntherapeutika, was auf einen synergistischen Effekt zwischen
Strahlentherapie und Immuntherapie hindeutet [10, 11, 22-28].

4.2.2. Strahlungsinduzierte Formen des Zelltodes und ihre Verbindung zu Anti-Tumor-
Immunmechanismen

Dosis und Fraktionierung der Bestrahlung scheinen somit einen Einfluss auf strahlungsinduzierte
Immuneffekte zu haben. Am Beispiel einer praklinischen Arbeit mit murinen B16-Melanomen von Lugade
et al. stellt sich die Frage, warum es im Falle hoher dosierter Bestrahlung zu signifikant erhéhten Zahlen
von Antigen-prasentierenden Zellen im Lymphknoten, hoherer IFN-y-Sekretion und mehr
antigenspezifischen T-Zellen im Tumor kommt, wahrend diese Effekte in der fraktioniert bestrahlten
Kohorte geringer ausgepragt waren [29]. Einen moglichen Erklarungsansatz konnten die verschiedenen

Formen des strahlungsinduzierten Zelltodes bieten, die folgend naher beleuchtet werden.

Die Apoptose verlduft als organsierter, programmierter Zelluntergang v.a. hamatopoetischer Zellen bei
intakter Zellmembran und fihrt in weiterer Folge in der Regel zu Immuntoleranz hinsichtlich der
freigesetzten Antigene der apoptotischen Zelle, da diese nach erfolgreicher Elimination durch Antigen-

prasentierenden Zellen (APC) in einem eher anti-inflammatorischen Kontext prasentiert werden [21].

Nekrose hingegen versteht sich als lytischer Zelltod, der unkontrolliert bzw. akzidentell nach Exposition
mit einem physikalischen oder chemischen Stressor auftreten kann oder auch sekundar post-apoptotisch,
v.a. im Rahmen UberschieBRender, fir Phagozyten nicht unmittelbar bewaltigbarer Apoptose zu
beobachten ist [21]. Charakteristisch hierbei sind die Zerstérung der Zellmembran und der konsekutive
Austritt intra-zellularer Substanzen, die in ihrer Funktion als Danger Signals und Damage-Associated-
Molecular-Patterns (DAMPS) Immunzellen anlocken [21]. Ergdnzend zum unkontrollierten nekrotischen
Zelltod sind Unterformen der Nekrose beschrieben, die kontrolliert ablaufen, wie etwa Nekroptose [21]
oder Ferroptose [30], welche durch Veranderungen der zelluldren Homodostase oder oxidative Prozesse

lber komplexe Signalwege gesteuert werden [30, 31].

Seneszenz beschreibt als weitere Form der zelluldren Strahlenantwort einen permanenten
Zellzyklusarrest. Grundlegende strukturelle und metabolische zellulare Ablaufe sind in seneszenten Zellen
haufig verandert und in der Regel sind ausgepragte Veranderungen auf transkriptomischer Ebene sowie

im Hinblick auf die Produktion von Seneszenz-assoziierten Zytokinen beobachtbar [21].
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Der Abbau und das immunologische Screening abgestorbener Zellen — die sogenannte Efferozytose —
erfolgt durch professionelle Phagozyten wie Makrophagen oder dendritische Zellen (DCs), wobei erstere
ausgedehntere Zellmassen eliminieren, wahrend zweitere eher als hochpotente Antigenwachter dienen,
um Uber MHC-Molekiile mittels Prasentation und Kreuzprasentation gegeniber T-Zellen adaptive
Immunantworten herbeizurufen. [21, 32-35] Neben professionellen Phagozyten sind residente, nicht-
professionelle Phagozyten wie Fibroblasten, Endothelzellen und Mesothelzellen zu nennen [21]. Wird die
Efferozytose-Kapazitdt der Phagozyten in einem Gewebe (berstiegen, kann bei in situ verbliebenen
apoptotischen Zellen eine sekundadre Nekrose eintreten, durch die eigentlich zu tolerierende,
korpereigene Strukturen fehlgeleitet als immunologisch suspekt erkannt werden und potenziell zu
Entziindungsreaktionen fihren kdnnen [21]. Dieser Mechanismus spielt u.a. in der Pathogenese von

Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises eine grundlegende Rolle [32, 36].

Zusammenfassend betrachtet tragt die Art der zellularen Strahlenantwort zum Grad der Immunogenitat
eines bestrahlten Gewebes bei [21]. Lee et al. zeigten, dass die Interferon-vermittelte Immunkaskade
bestrahlter Tumoren vor allem bei hoheren Strahlendosen, nicht aber in fraktioniert bestrahlten
experimentellen Maustumoren auftritt [37]. Auch in Vorarbeiten der eigenen Arbeitsgruppe ergaben sich
in vitro v.a. flir hohere Einzeldosen hohere Raten an Apoptose, Nekrose und Seneszenz sowie das hochste
Ausmall an Sekretion Makrophagen-aktivierender Substanzen, die wiederum fiir eine Immunzell-
Rekrutierung und konsekutive Antigen-Prdsentation wichtig sind [38]. Ins klinisch-radiotherapeutische
Setting libertragen bedeutet dies, dass die Wahl der Dosierung und Fraktionierung einer Strahlentherapie
die Qualitat und Quantitat des Zelltodes und die dadurch generierten anti-tumoralen Immuneffekte
erheblich beeinflussen kann und diese Immunkontrolle gegebenenfalls durch weitere Therapie-

Adjuvantien, wie Immuntherapeutika, verstarkt werden kdnnte [39, 40].

4.2.3. Interaktionen zwischen Tumor und Immunsystem

P. Ehrlich berichtete 1909 lber eine “natiirliche Geschwulstimmunitat” [41] und beschrieb, dass nach
erfolgreicher Tumorimplantation im Tiermodell ein zweiter implantierter Tumor derselben Art ein
geringeres Wachstum zeigte [41]. W. B. Coley beobachtete 1893 bei einem Patienten die Regression eines
Sarkoms, nachdem ein post-operatives Erysipel aufgetreten war [42]. Die vermutete Verbindung
zwischen Immunsystem und Tumorkontrolle konnte er bestatigen, als er in weiteren Therapieversuchen
Streptokokken intra-tumoral injizierte, woraufhin sich bei einigen Patient*innen mit teilweise bereits
ausgedehnten Tumormassen und in hochgradig eingeschranktem Allgemeinzustand eine Regression der

Tumoren zeigten [42].

Die Thematik der Tumor-Immunologie wurde im strahlentherapeutischen Kontext Jahrzehnte spater u.a.
von S. Demaria undS. C. Formenti et al. insofern wiederaufgegriffen, als erstmalig ein immun-vermitteltes
Erklarungsmodell flir abskopale Effekte herangezogen wurde [13]. In einem heterotopen
Mammakarzinom-Mausmodell mit einem bestrahlten Primdr- und einem nicht-bestrahlten

Sekundartumor konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass eine T-Zell-abhangige Tumorkontrolle des nicht-
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bestrahlten Sekundartumors erreicht wurde, wenn dieser hinsichtlich der Tumor-Antigene identisch mit
dem bestrahlten Primartumor war, wahrend der abskopale Effekt in nicht-Antigen-identen
Sekundartumoren ausblieb [13]. Dieser Effekt konnte unter Stimulation von DCs mittels Flt3-Liganden
noch verstarkt werden, was die Wichtigkeit der DCs im Rahmen der radiotherapeutischen Tumorkontrolle

und das Potential kombinatorischer Therapieansatze betont [13].

Lugade et al. zeigten eine erhohte Anzahl Antigen-prasentierender Zellen (APCs) sowie grolRere Mengen
von Interferon-y (IFN-y) in Tumor-drainierenden Lymphknoten bestrahlter muriner Melanome, wobei
sich flr das Bestrahlungsregime mit hoherer Strahlendosis der grofSte Effekt ergab [29]. Zudem wiesen
diese Tumoren eine hohere Infiltration an Tumorantigen-spezifischen T-Zellen auf [29]. Die IFN-y-
Produktion erwies sich als essenziell flr die Vascular-Cell-Adhesion-Molecule (VCAM)-1-Expression und
damit fir die Leukozyten-Diapedese [43]. Des Weiteren regulierte IFN-y die Expression von Major-
Histocompatibility-Complex-I (MHC-1), was wiederum zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors STAT1
fuhrte [43].

Die therapeutische Effektivitat der Radiotherapie korrelierte in der Arbeit von Lee et al. neben den DCs
auch mit der Anzahl der durch DCs aktivierten CD8* T-Zellen [37], und bei Gupta et al. erwiesen sich CD4*
T-Zellen und Makrophagen als entbehrlich [44]. Typ-I-Interferone, d.h. IFN-a und IFN-B, zeigten sich
essenziell fir die intra-tumorale Rekrutierung diverser Immunzellen, insbesondere von CD8* T-Zellen und
DCs [45-47]. IFN-a und IFN-B fungierten zudem als Stimulatoren fir T-Zell-Differenzierung und Antigen-
Kreuzprasentation durch DCs [46, 48]. Das Typ-llI-Interferon IFN-y leistete einen wichtigen Beitrag zur
Immunogenitdt von Tumorzellen und war vorrangig im Tumormikromilieu vorzufinden [17]. Produziert
wurde es hauptsachlich durch die fiir einen strahlentherapeutischen Erfolg essenziellen CD8" T-Zellen
[49].

Die Modulation des Tumor-Mikromilieus ist insofern von grundlegender Bedeutung, als dieses eher
immunsuppressive und damit tolerogene Eigenschaften aufweist und somit als immunologisch okkulte
Nische maRgeblich zur Tumor-Immunevasion beitragen kann [50]. Charakteristischerweise enthalt es
Myeloid-derived-Suppressor-Cells (MDSCs), tumorassoziierte Makrophagen (TAMs) und regulatorische
CD4* T-Zellen (Treg) [50]. Des Weiteren kommt es im Tumormikromilieu durch Zytokin-Sekretion und
Aktivierung von Immun-Checkpoints, wie z.B. Programmed-Cell-Death-Protein-1 (PD-1) haufig zu T-Zell-
Dysfunktionen, was die Tumorkontrolle zusatzlich erschwert [50]. Filatenkov et al. zeigten, dass hohere
Strahlendosen im Gegensatz zu fraktionierter Strahlentherapie die CD8" T-Zell-Infiltration und konsekutiv
die Tumorkontrolle steigern und somit auch die Immunogenitdt des Tumor-Mikromilieus IFN-y-vermittelt

verbessern konnte, wahrend tolerogene Zellgruppen wie MDSCs und TAMs reduziert wurden [51].

Beziiglich der in diesem Zusammenhang zur Interferon-Ausschiittung flihrenden Signalkaskade
identifizierten L. Deng et al. 2014 einen urspriinglich aus der Infektiologie bekannten [52] Mechanismus
der interferonabhangigen Tumor-Immunkontrolle: die cGAS-STING-Kaskade [53]. Zytosolische DNA, die

durch Zellschadigung freigesetzt wird, aktiviert hierbei die Produktion von zyklischem
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Guanosinmonophosphat-Adenosinmonophosphat (cGAMP) durch die zyklische GMP-AMP-Synthase
(cGAS), wodurch UGber das am endoplasmatischen Retikulum residente Protein Stimulator-of-Interferon-
Genes (STING), den Transkriptionsfaktor Interferon-Regulatory-Factor-3  (IRF3) und den
Transkriptionsfaktor Nuclear-Factor-k-Light-Chain-Enhancer-of-Activated-B-Cells (NFkB) die Typ-I-
Interferon-Synthese induziert wird [53-55]. Ablasser et al. konnten zeigen, dass cGAS-produziertes
cGAMP Uber Gap-Junctions auch benachbarte Zellen erreicht und damit eine STING-Aktivierung
beziehungsweise potenziell eine konsekutive Tumor-Immunogenitat in der unmittelbaren

Tumorumgebung hervorgerufen wird [56].

4.2 4. Strahlendosen hoherer Intensitat als Induktor von Anti-Tumor-Immunmechanismen

Die Grundidee der onkologischen Strahlentherapie versteht sich in der zytotoxischen Wirkung
ionisierender Strahlung auf eukaryontische Zellen, die u.a. durch die individuelle Anpassung von Einzel-
und kumulativer Dosis, Dosisverteilung in Bezug auf das Gewebe und zeitlicher Fraktionierung moduliert
werden kann [1]. Wie oben anhand mehrerer In-vitro- und In-vivo-Modelle dargestellt, ist neben der
zytotoxischen auch eine immunologische Tumorkontrolle ein grundlegender Mechanismus der
strahlentherapeutischen Wirkung, wobei letztere vorrangig nach Bestrahlungsmustern mit hohen
Einzeldosen beschrieben wurde [37, 51]. Zudem scheinen bestimmte Chemotherapeutika in der Lage zu
sein, immunogene Formen des Zelltods auszuldsen, insbesondere, wenn eine Kombination mit
immunstimulierenden Substanzen zum Einsatz kommt [57]. Diese und weitere Therapiekombinationen
bieten wohl auch einen Erklarungsansatz fir die Zunahme an Beobachtungen von abskopalen

Tumoreffekten seit der Zulassung der ersten Immuncheckpoint-Inhibitoren [10, 11].

Ein wichtiges Ereignis im Rahmen Therapie-induzierter, immunogener Formen des Tumorzelltods und der
Aktivierung von Tumor-Immunmechanismen ist die Freisetzung von Damage-Associated-Molecular-
Patterns (DAMPS) im Rahmen des Zelluntergangs, beispielsweise nach ionisierender Strahlung [57].
DAMPs, wie z.B. High-Mobility-Group-Box-1 (HMGB-1), Hitzeschockproteine (HSPs) oder Proteine der
S100-Familie kdnnen, genau wie freigesetzte Nukleotide, u.a. durch Wirkungen auf das Endothel [58],
Monozyten aus der Blutzirkulation rekrutieren, wobei viele zugrundeliegende Signalwege nur teilweise
verstanden sind [21, 38, 59]. Uber derartige Find-Me- und Danger-Signals zum Ort des Zellschadens
rekrutierte Antigen-prasentierende Zellen (APC) [21, 60, 61] treten aus dem GefaRRlumen ins periphere
Gewebe aus und differenzieren zu diversen Makrophagen- und DC-Subtypen [34, 62]. lonisierende
Strahlung scheint hierbei die Extravasation von Immunzellen u.a. durch Effekte an Tumorgefdaen und am
Tumormikromilieu weiter zu beglinstigen [34, 43, 63-65].

Nach Erkennung und Phagozytose des Tumormaterials reifen DCs, wandern in tumordrainierende
Lymphknoten und prasentieren und kreuzprasentieren dort das prozessierte Antigenmaterial naiven T-
Zellen via MHC-Molekile, wobei die Prasentation Gber MHC-I eine CD-8-Antwort hervorruft, wahrend
Uber MHC-Il eine CD-4-Antwort induziert wird [62, 66-68]. Die (Kreuz-)Prasentation an der

immunologischen Synapse verlauft als hochkomplexer Prozess unter Beteiligung multipler ko-
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stimulierender Faktoren wie beispielsweise CD28, CD80 und CD86 sowie ko-stimulierender Zytokine und
flhrt schlieflich zur Differenzierung und Proliferation der T-Zellen [67, 68). Derartig aktivierte
tumorspezifische CD8" T-Zellen kdnnten schlieflich zu einer systemischen Tumorkontrolle beitragen,

indem sie residuale Tumorzellen erkennen und direkt abtoten [16, 69].

Zusammenfassend betrachtet deuten zahlreiche Publikationen auf den Beitrag der Strahlentherapie —
insbesondere bei hoher gewahlten Einzeldosen [51] — zur systemischen Tumorkontrolle hin. lonisierende
Strahlung initiiert durch die Generation von DAMPs einen der ersten Schritte, das korpereigene
Immunsystem fir den immunevasiven Tumor zu sensibilisieren und generiert eine sogenannte ,,In-situ-
Vakzine”, was insbesondere in Kombination mit weiteren Immuntherapien vielversprechende

Therapieoptionen bieten kénnte [10, 34, 70].

Bestrahlung 1. Strahlentherapie

4. Systemische
Antitumor-
Effekte

) 2. Antigenaufnahme und
Aktivierung Antigen-
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& W 4
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Abb. 1: Prinzip der In-situ-Vakzinierung durch Strahlentherapie.

Bisherige In-vitro- und In-vivo-Daten aus dem Mausmodell zeigen, dass Bestrahlung und vorrangig hohere Strahlendosen zur
Invasion diverser Immunzellen aus der Blutbahn fiihren, wobei die Rekrutierung v.a. durch die Freisetzung von DAMPs induziert
wird. Diese rekrutierten Monozyten und DCs nehmen Tumor-Antigene auf, prozessieren sie und reifen aus. Nach Migration in
lokale Lymphknoten (kreuz-)prasentieren sie dort das prozessierte Antigen-Material naiven T-Zellen. Die aktivierten T-Zellen
kehren in die systemische Zirkulation zurtick und tragen so zur systemischen Immunitat bei.

DAMPs, Damage-associated-Molecular-Patterns.
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5. Ziel der Arbeit

Die Strahlentherapie tragt als eine der Hauptsdulen der onkologischen Therapie maRgeblich zur
Tumorkontrolle bei. Neben der Induktion von Tumorzelltod zeigen Daten der letzten Jahre, dass auch die

Induktion komplexer Immunmechanismen zum therapeutischen Erfolg beitragen kann.

Anhand diverser In-vitro-Versuche, u.a. aus der eigenen Arbeitsgruppe, und anhand diverser muriner In-
vivo-Experimente haufen sich Hinweise, dass insbesondere beim Mammakarzinom Bestrahlungsmuster
mit hoheren Strahlendosen im Vergleich zu fraktionierten Schemata in Hinblick auf eine immunologische

Tumorkontrolle von Vorteil sein konnten.

Ziel der vorliegenden klinischen Begleitforschungsstudie war die Untersuchung lokaler und systemischer
immunologischer Veranderungen auf zelluldrer und humoraler Ebene in Wundflissigkeits- und
Peripherblut-Proben von Mammakarzinom-Patientinnen nach brusterhaltender Operation und IORT.
Beobachtete Veranderungen sollten anhand von In-vitro-Bestrahlungsversuchen mit verschiedenen
Zellpopulationen von gesundem, humanen Brustgewebe tiefer charakterisiert werden, um

zugrundeliegende Mechanismen besser zu verstehen.
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6. Material und Methoden

6.1. Materialien

6.1.1. Hersteller

Tab. 1: Hersteller

Hersteller

BD Biosciences
Beckman Coulter
Biochrom AG

BiolLegend

Bio-Rad

BioTek Instruments GmbH
BRAND

Braun

Clarivate Analytics
Corning

Eppendorf
Glaswarenfabrik Karl Hecht
Greiner, BIO-ONE
INTEGRA Biosciences
Invitrogen

Kern & Sohn

LC Laboratories

Lonza

Marker Gene Technologies
Merck

MicroCal

Microsoft
Macherey-Nagel
Miltenyi Biotec

Neolab

Novogene

Promega

PromoCell

R&D Systems

Sarstedt

Sigma-Aldrich

Sysmex
Taylor-Wharton
Thermo Fisher Scientific
Xstrahl

Firmensitz

Heidelberg, Deutschland
Krefeld, Deutschland

Berlin, Deutschland
Koblenz, Deutschland
Miinchen, Deutschland

Bad Friedrichshall, Deutschland
Wertheim, Deutschland
Melsungen, Deutschland
Aschaffenburg, Deutschland
Coning, USA

Hamburg, Deutschland
Sondheim vor der Rhon, Deutschland
Kremsm{nster, Osterreich
Zizers, Schweiz

Karlsruhe, Deutschland
Balingen, Deutschland
Woburn, USA

Basel, Schweiz

Millrace Drive, USA
Darmstadt, Deutschland
Massachusetts, USA
Redmond, USA

Diren, Deutschland
Bergisch Gladbach, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Cambridge, GroRbritannien
Walldorf, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Minneapolis, USA
Nimbrecht, Deutschland
Taufkirchen, Deutschland
Norderstedt, Deutschland
Gent, Belgien

Dreieich, Deutschland

Camberley, GroRbritannien
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6.1.2. Verwendete Zellen

Tab. 2: Primdre Zellen

Zelltyp

Human-Dermal-Fibroblasts-of-the-Adult
(NHDF-Ad)

Human-Mammary-Epithelial-Cells (HMEC)

Human-Umbilical-Vein-Endothelial-Cells
(HUVEC)

6.1.3. Reagenzien

Lieferant

Lonza

Lonza

PromocCell

Tab. 3: Kommerziell verfiigbare Reagenzien und Kulturmedien

Produkt
Annexin-Staining-Buffer
Annexin-V-FITC
Bafilomycin Al

Biocoll Separating-Solution (1,077 g/ml)
Bovines Serumalbumin
Brij-L23-Losung 30%
C12FDG

CaCl,

DMSO

dNTP
Drabkin’s-Reagent

Dulbecco’s-Phosphate-Buffered-Saline 1x
(DPBS)

EDTA
Endothelial-Cell-Growth-Kit
Ethanol
FACS-Staining-Buffer FBS

FACS-Count-Bright-Beads,
Count-Bright-Absolute-Counting-Beads-
for-Flow-Cytometry

Fetal-Calf-Serum (FCS)

Fibroblast-Basal-Medium supplementiert
mit FGM-2-SingleQuots-Kit

H2S04

HEPES

HEPES Buffer

Humanes Hamoglobin,
EightCheck-3WP-N
Lysing-Buffer, BD Pharm Lyse

MEBM  supplementiert
SingleQuots

mit  MEGM

Hersteller

BD Biosciences
BD Biosciences
LC Laboratories
Biochrom AG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Marker Gene Technologies
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Promega
Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich
PromoCell
Merck

BD Biosciences

Invitrogen

Thermo Fisher Scientific

Lonza

Merck
Sigma-Aldrich
Life Technologies

Sysmex

BD Biosciences

Lonza
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NacCl

Oligo(dT)1s
Penicillin/Streptomycin
Random-Hexamere
Revert-Aid-H-Minus-M-MuLV-
Reverse-Transcriptase
Ribolock-RNase-Inhibitor

TMB-Peroxidase-EIA-Substrate-Kit

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

Bio-Rad

Solution A and Solution B enthaltend

TrypLE Express (1x)

Tween © 20

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

6.1.4. Zusammensetzung hergestellter Reagenzien

Tab. 4: Zusammensetzung hergestellter Reagenzien

Reagenz Bestandteile Menge bzw. Konzentration
Annexin-V-FITC/ PI-Farbemix Annexin-V-FITC 5ul
Pl (1 mg/ml) 0,2 ul
1x Annexin Staining Buffer 94,8 ul
Drabkin’s-Losung Drabkin’s Reagent 1 Phiole
in ddH,0 1000 ml
Brij-L23-Lésung 30% 0,5 ml
Einfriermedium FBS South American 90 %
DMSO 10 %
ELISA-Reagent-Diluent BSA 1%
in DPBS
ELISA-Substrate-Solution Solution A A:B =9+1
Solution B
ELISA-Waschpuffer Tween ® 20 0,05 %
in DPBS
Physiologische NacCl 0,9%
Kochsalzlosung in ddH20
6.1.5. Antikorper
Tab. 5: Multicolor-FACS-Panel, Antikérper und Isotypen
Ursprung  Epitop Flourochrom Klon Isotyp Firma Antikérpermenge
[wl] pro 100pl
Probenmaterial
murin CD123 APC 7G3 IgG2ak  BD Biosciences 2,0
murin CD127 PE-Vio770 MB15- IgG2a Miltenyi Biotec 2,0
18C9
murin CDh14 PCC5.5 M5E2 lgG2ak  Biolegend 0,5
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murin CD16 PE

murin CD16 PE

murin CD19 PCC5.5
murin CD20 PCC5.5
murin CD25 PE-D594
murin CD28 BB515
murin CD3 KO

murin CD4 APC
murin CD45 BUV395
murin CD56 APC-R700
murin CD69 Bv421
murin CD8a PCC5.5
human HLA-DR  APC-Vio770

6.1.6. Kommerziell verfiigbare Kits

Tab. 6: Kommerziell verfiigbare Kits

Produkt

Bio-Plex Pro Human Chemokine Panel,
40-Plex

Bio-Plex Pro Human Cytokine
Screening Panel, 48-Plex

Human Flt-3 Ligand DuoSet® ELISA
Human IL-3 DuoSet® ELISA

Human MIF DuoSet® ELISA
NucleoSpin® miRNA Kit

XCL-1 / Lymphotacin DuoSet® ELISA

6.1.7. Verbrauchsmaterialien

Tab. 7: Verbrauchsmaterialien

Produkt

6- und 96-Well-Flachboden- und
V-Boden-Platten

Combitips Advanced

Cryo Tube™, SterilgefaR

ep T.I.P.S.

FACS-Reagenzgefille,

1,3 ml, Polypropylen

Glasrohrchen, 100 x 12 mm, dickwandig
Mr. Frosty™-Box

Neubauer-Zahlkammer
(Blaubrand-Zahlkammer)

3G8

B73.1
HIB19

2H7

M-A251
CD28.2
UCHT1

RPA

REA

-T4
HI30
NCAM16.2
FN50
HIT8a

IgG1 K
IgG1 K
IgG1 K
lgG2b k
IgG1 K
IgG1 K
IgG1

IgG1 K
IgG1 K
IgG2b k
IgG1 K
IgG1 K

332 IgGl

Hersteller
Bio-Rad

Bio-Rad

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
Macherey-Nagel
R&D Systems

Hersteller

Corning

Eppendorf

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend

BD Biosciences

Beckmann
Coulter

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
BioLegend

Miltenyi Biotec

Thermo Fisher Scientific

Eppendorf
Greiner BIO-ONE

Glaswarenfabrik Karl Hecht

Sigma-Aldrich
BRAND
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0,1
2,5
0,5
0,1
5,0
2,5
5,0

0,5
6,0
4,0
5,0
0,5
1,0



Reagenzgefalle mit Sicherheitsverschluss,
1,5 mlund 2 ml

Reagenzgefalle, konisch zulaufend,

15 ml und 50 ml, Polypropylen

Redovac, 400 ml, mit
Bayonett-Sicherheitskonnektor
S-Monovette, 7,5 ml,

Serum mit Gerinnungsaktivator
S-Monovette, 7,5 ml, K3 EDTA
Stripetten, 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
T-75-, T-175-Zellkulturflaschen

6.1.8. Gerate

Tab. 8: Gerdte

Produkt

Analysenwaage ABJ-NM

Bio-Plex 200

Heraeus Multifuge X3R

LSR Il Durchflusszytometer
NanoDrop2000c UV-Vis
Pipettierhilfe Pipetboy

RS225 Rontgenbestrahlungsgerat
flir Forschungszwecke
Sicherheitswerkbank Maxisafe 2020
Stickstoff-Zelltank LS6000
SynergyMx Floureszenz-Messgerat
Thermomix comfort
Vortex-Schittler 7-2020

Zentrifuge Heraeus Pico 17

6.1.9. Software

Tab. 9: Software

Produkt, Version
EndNote X9

FACSDiva, 6.1.3.
Microsoft Access, 2010
Microsoft Excel, 2010
Microsoft Word, 2010
Origin, Version 9.1.

Eppendorf

Sarstedt

Braun

Sarstedt

Sarstedt
Corning

Corning

Hersteller

Kern & Sohn

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific
BD Biosciences

Thermo Fisher Scientific
INTEGRA Biosciences
Xstrahl

Thermo Fisher Scientific
Taylor-Wharton

BioTek Instruments GmbH
Eppendorf

Neolab

Thermo Fisher Scientific

Hersteller
Clarivate Analytics
BD Biosciences
Microsoft
Microsoft
Microsoft
MicroCal
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6.2. Methoden

6.2.1. Studiendesign

Die vorliegende klinische Begleitforschungsstudie wurde in Ubereinstimmung mit der Deklaration von
Helsinki in der aktuellen Fassung von 2013 und nach Zustimmung der Ethikkommission der Medizinischen
Fakultat der LMU Minchen (Projektnummern 246-15 und 20-488) durchgefiihrt. Die Rekrutierung der
Patientinnen erfolgte durch die Klinik flir Strahlentherapie und Radioonkologie in Kooperation mit der
Klinik und Poliklinik fiir Gynakologie und Geburtshilfe des LMU Klinikums. Die Patientinnen wurden nach
den im Folgenden beschriebenen und in Abb. 7B dargestellten Kriterien in die Studie aufgenommen. Alle
Daten sowie Proben wurden anfangs pseudonymisiert und vor der RNA-Sequenzierung schlieflich
irreversibel anonymisiert. Das gesammelte Patientenmaterial (vendses Blut und Wundflissigkeit) wurde
qguantifiziert und auf Immunzell-Populationen, Zytokine und Transkriptionsfaktoren untersucht. Zudem

erfolgte eine Integration der aus dem Biomaterial erhaltenen Ergebnisse mit anamnestischen und

histologischen Daten.

6.2.2. Patientenrekrutierung
Der Einschluss in die Studie erfolgte nach ausfiihrlicher Aufklarung und mit dem schriftlichen
Einverstandnis der Patientinnen. Ausgewahlt wurden ausschlieRlich Patientinnen mit histologisch

bestatigtem Mammakarzinom, die fir eine brusterhaltende Operation mit oder ohne intra-operative

Strahlentherapie vorgesehen waren.
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Abb. 2: Studiendesign.

Mammakarzinom-Patientinnen mit einem Tumordurchmesser unter 4 cm, die flr eine brusterhaltende Operation mit oder ohne
IORT (Verabreichung von 20 Gy unmittelbar nach der Operation) geplant waren und in den acht Wochen vor Operation keine
neoadjuvante Chemotherapie erhalten hatten, wurden nach Aufklarung mit ihrem Einverstdndnis in die Studie eingeschlossen.
Den Patientinnen wurde am Tag vor Operation sowie am dritten und 28. post-operativen Tag Blut abgenommen, zudem wurden
die Wunddrainagen der ersten drei Tage nach Operation gesammelt. Das gesammelte Biomaterial wurde auf Volumen,
Hamoglobingehalt und Zellzahl untersucht, weitere Analysen wurden mittels Durchflusszytometrie, Multiplex-ELISA und RNA-
Sequenzierung durchgefiihrt. Weitere anamnestische und histologische Daten wurden aus den Patientinnenakten erhoben.

Die pra-operativ (i.d.R. radiologisch) bestimmte TumorgréRe durfte einen Maximaldurchmesser von 4 cm

nicht Gberschreiten, da eine intra-operative Bestrahlung groRerer Tumore meist u.a. aus Griinden der
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hautnahen Tumorlokalisation und der verfiigbaren ApplikatorgréBe des IORT-Geréats erschwert ist. Um
Einflissen durch immun-modulierende Pharmaka oder Erkrankungen aus dem immunologischen
Formenkreis und solchen mit immunologischer Begleitkomponente vorzubeugen, wurden entsprechend
behandelte Patientinnen von der Studie ausgeschlossen. Um immunologische Interferenzen durch
Chemotherapeutika auszuschlieBen, wurden Patientinnen nach neoadjuvanter Chemotherapie, die
innerhalb von acht Wochen pra-operativ stattgefunden hatte, ebenfalls nicht in die Studie eingeschlossen

(s. auch Abb. 7A).

6.2.3. Gewinnung von Biomaterial

Der Operationstag wurde als Zeitpunkt Null (Tag 0) definiert. Zur Blutanalyse wurden jeweils vendses
Serum und EDTA-Blut im Rahmen der pré-operativen (Tag -1) und post-operativen (Tag 3) Laborkontrolle
vor Entlassung aus der Klinik sowie im Rahmen der post-operativen ambulanten Verlaufskontrolle
(x Tag 28) abgenommen. Wahrend der Hospitalisations-Phase wurden die Wunddrainagen aus der Brust
an den ersten drei post-operativen Tagen gesammelt. Axillire Wunddrainagen wurden, sofern

vorhanden, verworfen.

6.2.4. Bestimmung hamatologischer Parameter
6.2.4.1. Volumenbestimmung und Zellguantifizierung
Serum, EDTA-Vollblut und WundflUssigkeit wurden hinsichtlich Volumens und Leukozytenzahl

quantifiziert.

Zur Volumenbestimmung erfolgte der Transfer der Wundflissigkeit aus den Drainage-Behaltern in
ReaktionsgefdRe. Als Vorbereitung fir weitere Analysen wurde sowohl fiir Vollblut als auch
WundflUssigkeit eine Erythrozytenlyse vorgenommen. Diese wurde mit 100 ul EDTA-Blut oder 100 pl
Wundflussigkeit durchgefiihrt, wobei 1 ml Lysepuffer fir Blut und 3 ml Lysepuffer fir WundflUssigkeit
verwendet wurden. Nach einer zwanzigmindtigen Inkubation bei Raumtemperatur und wiederholtem
Invertieren der Falcon-ReaktionsgefdBe wahrend der Inkubationsphase erfolgten die Zentrifugation
(5 min, 314 g) und das Waschen mit Phosphatpufferlosung nach Dulbecco (DPBS), danach wurden die
isolierten Leukozyten im urspriinglich eingesetzten Volumen DPBS resuspendiert. Die Leukozyten-
Zahlung wurde daraufhin sowohl manuell mittels Neubauer-Zahlkammer als auch maschinell mittels

FACS-Count-Bright-Beads-Analyse vorgenommen.

Zur Zahlung mittels FACS-Count-Bright-Beads wurden 100 pl lysiertes Blut oder Wundflissigkeit mit 6 pl
des Anti-CD45-BUV395-Antikorpers gefarbt. Nach einer zwanzigminitigen Inkubation im Dunkeln und
anschlieRendem Waschen erfolgte die Resuspendierung der Zellen in FACS-Farbepuffer und die Zugabe
von 10pul FACS-Count-Bright-Beads. Die Analyse erfolgte unmittelbar anschlieRend am
Durchflusszytometer. Unter Einbeziehung der manuellen Zahlwerte mittels Neubauer-Zahlkammer

wurde ein Mittelwert gebildet, der als Grundlage fiir weitere Berechnungen diente.
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6.2.4.2. Himoglobinmessung

Jeweils 5 pl EDTA-Vollblut wurden in den Verdiinnungsstufen unverdinnt, 1:2, 1:5 und 1:10 in 250 pl
Drabkin’s-Losung gel6st. Als Standardkurve diente eine Verdinnungsreihe mit dem humanen
Hamoglobin EightCheck-3WP-N. Die Auslesung der Proben erfolgte in technischen Triplikaten an einem
SynergyMx bei einer Absorptionslange von 540 nm, wobei dieser Wert um die Hintergrund-Absorption

bei 680 nm korrigiert wurde.

6.2.5. Zellkultur

6.2.5.1. Kultivierung primarer Zellen

Humane Brust-Epithelzellen (HMECs) wurden in MEBM supplementiert mit MEGM wie vom Hersteller
empfohlen im wasserdampfgesattigten Inkubator bei 37°C und 5 % CO, kultiviert. Humane adulte
Hautfibroblasten (NHDF-Ad) wurden gemaR der Herstellerangaben in Fibroblast-Basal-Medium mit
FGM-2 kultiviert, humane Nabelvenen-Endothelzellen (HUVECs) in Endothelial-Cell-Growth-Kit-Medium.

Die Zellzahlbestimmung erfolgte in einer Neubauer-Zahlkammer.

6.2.5.2. Zellbestrahlung bei In-vitro-Experimenten

Die Bestrahlung der primaren Zellen erfolgte nach Aussden der Zellen zu je 5000 — 80 000 Zellen pro
Kavitat in Six-Well-Platten. Nach einer Adhédrenz-Zeit von etwa 16 Stunden (fir Zellkulturiiberstiande)
bzw. 4-6 Stunden (fir durchflusszytometrische Messungen) und einem Medium-Wechsel (2 ml pro Well)
wurden die Zellen mit 0 Gy bzw. 20 Gy bestrahlt (RS225 X-Ray-Bestrahlungsgerat fiir Forschungszwecke,
200 kV, 10 mA, mit Thoraeus-Filter: 0,38 mm Sn, 0,23 mm Cu, 0,99 mm Al). Die Inkubation bis zu den
Messzeitpunkten zur Gewinnung von Zellkulturiiberstanden sowie bis zur Messung von Zelltod- und

Seneszenz-Induktion erfolgte im Wasserdampf-gesattigten Inkubator bei 37°C und 5% CO..

6.2.6. FACS-Analyse

6.2.6.1. Zelltodanalysen mittels Annexin-V-FITC- und PI-Farbung

Zur Differenzierung der Art des Zelltodes erfolgten durchflusszytometrische Analysen mittels Annexin-V-
FITC und Propidium-lodid (Pl). Annexin-V bindet an Phosphatidylserin, das in apoptotischen Zellen auf
der Zelloberflache exprimiert wird, wahrend es in gesunden Zellen an der inneren Membranseite
lokalisiert ist [38, 71]. Aufgrund der fehlenden Membrangangigkeit von Annexin-V ist mittels
Fluorochrom-gekoppeltem Annexin-V-FITC die Darstellung apoptotischer Zellen im FACS moglich [38, 71].
PI lagert sich als DNA-Interkalator im Falle einer Zellmembran-Desintegration, die charakteristisch flr
Nekrose ist, in die DNA ein und dient zum Nachweis nekrotischer Zellen [38, 71]. Da PI eine intakte
Zellmembranen nicht durchdringt und somit nicht interkalieren kann, sind doppelt negative Zellen als

viabel zu werten [38, 71].
HMECs, NHDF-Ad und HUVECs wurden, wie in Abschnitt 6.2.5. beschrieben, ausgesat und bestrahlt. Die
Messungen erfolgten an den ersten vier Tagen nach Bestrahlung.

Nach Abnahme der Uberstinde aus den Six-Well-Platten der HMECs, NHDF-Ad und HUVECs wurden diese

mittels TrypLE(x) abgel6st, dieses mit 200-300 pl fetalem Kalberserum (FCS) inaktiviert die Zellen
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anschlieBend durch Zentrifugation (314 g, 5 min) gesammelt. Nach Resuspendierung in 100 pl
1x Farbepuffer wurden diese in 96-V-Well-Platten Uberfihrt. Nach erneuter Zentrifugation (314 g, 5 min)
wurde der zellfreie Uberstand verworfen und die Zellen mittels 100 pl Annexin-V-PI-Farbemix (Details
s. Tab. 4) fiir 15 min im Dunkeln auf Eis gefarbt. Hierauf erfolgten die Zugabe von 100 ul Farbepuffer und
mehrere Waschschritte, um die Zellen schlieflich in 100 ul Farbepuffer zu resuspendieren und die FACS-
Analyse auf Annexin-V und Pl vorzunehmen. AusschlieRlich fliir Annexin-V positive Zellen wurden als
apoptotische Zellen gewertet, doppelt positive Zellen als nekrotische. Doppelt negative Zellen wurden als
viabel gezahlt. Fir alle Zelltypen wurden zwei unabhangige biologische Replikate in technischen

Triplikaten gemessen. Zur Analyse diente die Software FACSDiva.

6.2.6.2. Messung der Seneszenz-Induktion mittels Seneszenz-assoziierter B-Galaktosidase

Die zelluldre Seneszenz wurde durchflusszytometrisch mittels der Aktivitat der Seneszenz-assoziierten B-
Galaktosidase (SA-Bgal) in Kombination mit dem Sideward-Scatter (SSC) als Mall der zelluldren
Granularitat bestimmt. 5-Dodecanoylaminoflourescein di-B-D-Galaktopyranosid (C12FDG) ist als im FITC-
Kanal detektierbares fluorogenes Substrat der Seneszenz-assoziierten B-Galaktosidase ein Indikator
seneszenter Sdugetierzellen in der Zellkultur [72]. Die Messung der SA-Bgal erfolgt nach Alkalinisierung
der Lysosomen, da die SA-Bgal bei einem pH von 6,0 bestimmt wird, wahrend andere 3-Galaktosidasen
bei saureren pH-Werten und auch in nicht-seneszenten Zellen bestimmbar sind [72]. Aussaat und
Bestrahlung der Zellen erfolgten wie unter Abschnitt 6.2.5. beschrieben. Messungen zweier unabhangiger
biologischer Replikate wurden in technischen Triplikaten an den Tagen 1-4 nach Bestrahlung

vorgenommen.

Zur lysosomalen Alkalisierung wurden die Zellen in serumfreiem Medium mit 100 nM Bafilomycin Al
inkubiert (1 h, 37°C, 5% CO,). Hierauf folgte die Zugabe von C1:FDG in serumfreiem Medium (50 uM finale
Substratkonzentration) und eine erneute Inkubationsphase (1 h, 37°C, 5% CO;). Die Uberstidnde wurden
abgenommen, die Zellen mittels TrypLE(x) abgelost und die Zellsuspension in eisgekihlten 15-ml-
Réhrchen gesammelt. Nach Zentrifugation (314 g, 5 min) wurden die Zellen in 200 pl eiskaltem DPBS
resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert. Zellen mit hohem SSC-Signal und erhéhtem Signal

im FITC-Kanal wurden als seneszent gewertet.

6.2.6.3. Bestimmung der Leukozyten-Subpopulationen in peripherem Blut und Wundflissigkeit

Die Leukozyten-Subpopulationen wurden mittels eines 11-Farben-Panels aus 16 Antikérpern und
korrespondierenden Isotypen differenziert. Die methodische Beratung zur Antikérperauswahl und
Gating-Strategie erfolgte durch Prof. Dr. Udo Gaipl und Dr. Paul Rihle. Fir die Analyse wurden jeweils
100 pl EDTA-Blut mit Antikérpern oder Isotypen gefarbt (siehe Tab. 5). Die Erythrozytenlyse erfolgte nach
einer zwanzigminuitigen Antikorper-Farbephase bei 4°C mittels oben beschriebener Methode. Analoge
Schritte galten fir die Farbung der Wundflissigkeit mit dem Unterschied, dass ein zusatzlicher Lyseschritt
vor der Farbung eingefiihrt wurde. Nach zwei Waschschritten und der Resuspendierung im

Originalvolumen in Farbepuffer erfolgte die durchflusszytometrische Analyse. Die Unterscheidung der
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Leukozyten-Populationen wurde durch sequenzielles Gating mittels der FACSDiva-Software
vorgenommen, wie in Abb. 3 dargestellt. Fir Blut und WundflUssigkeit wurden Prozentanteile der
Subpopulationen an CD45* Zellen sowie mediane Fluoreszenz-Intensitdten berechnet. Fir die
Wundflissigkeit wurde unter Einbeziehung der Ergebnisse aus gewonnenem Volumen und Zellzahlen pro
Volumen zusatzlich die Gesamtzellzahl jeder Subpopulation in der gewonnenen Wundfllssigkeitsprobe

berechnet.
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Abb. 3: FACS-Gating-Strategie.

Blut und Wundflussigkeit wurden mittels eines Antikorper-Panels von 11 Fluorochromen gefarbt und via Durchflusszytometrie
auf Leukozyten-Subpopulationen untersucht. Zuerst erfolgte die Bestimmung von Leukozyten durch den Panleukozytenmarker
CD45. Mittels CD3 wurden T-Zellen detektiert, ihre weitere Subdivision erfolgte mittels CD4 und CDS8 (nicht gezeigt). Die
Population der CD25* Treg-Zellen wurde mittels Negativgating fiir CD127 separiert (nicht gezeigt).

Die verbleibenden CD45* CD3- Zellen wurden weiter in CD16- eosinophile und CD16* neutrophile Granulozyten unterteilt, aus
den verbleibenden Zellen wurden mittels CD14 Monozyten und mittels CD56 NK-Zellen detektiert. CD19 und CD20 erlaubten die
Bestimmung von B-Zellen, Basophile Granulozyten konnten als CD123*/HLA-DR- Population separiert werden. Unter den HLA-
DR* Zellen lieRen sich schwach CD123* klassische DCs (cDCs) und stark CD123* plasmazytoide DCs (pDCs) unterscheiden. Unter
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den CD14* Monozyten fanden sich die Untergruppen der CD14" CD16 klassischen Monozyten, die CD14" CD16* intermedidren
Monozyten und die CD149™ CD16* nicht-klassischen Monozyten. [73]

CD, Cluster-of-Differentiation; DC, Dendritische Zelle; dim, niedrig; FACS, Durchflusszytometrie; hi, hoch;, HLA-DR, Humanes
Leukozytenantigen DR (MHC-11); m, myeloid; neg., negativ; p, plasmazytoid; pos., positiv; SSC, Seitwdrts-Streulicht.

6.2.7. Aufbewahrung von Biomaterial

Nach oben genannten Analysen wurde verbleibendes Biomaterial (Serum, Plasma und WundflUssigkeit)
fir weitere Analysen aufbewahrt. Zur Praparation peripherer Blutleukozyten aus Blut und
Wundflussigkeit wurden EDTA-Blut und Wundflissigkeit zentrifugiert (10 min, 200 g, ohne Bremse),
Uberstandiges Plasma bzw. Serum verworfen und der aufliegende Leukozytensaum abgenommen. Dieser
wurde nach Resuspendierung in DPBS mittels Zentrifugation durch einen Biocoll-Dichtegradienten
aufgereinigt (20 min, 787 g, ohne Bremse). Die so separierten Leukozyten wurden nach einem
Waschschritt mit DPBS in eiskaltem Einfriermedium wiederaufgenommen, in einer Mr. Frosty™-Box

langsam gekihlt und schliefSlich in flissigem Stickstoff tiefgefroren.

Zudem wurden Uberstande von Serum, Plasma und Wundfliissigkeit nach einer ersten Zentrifugation
(1200 g, 3 min, 4°C) abgenommen und erneut zentrifugiert (14 000 g, 3 min, 4°C). Die Uberstinde
hiervon wurden schliel3lich in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei einer Temperatur von -80°C

gelagert.

6.2.8. Multiplex-ELISA

Wundflissigkeit des zweiten post-operativen Tages wurde mittels der kommerziell erhaltlichen ELISA-
Multiplex-Analysekits Bio-Plex Pro Human Chemokine Panel (40-Plex) und Bio-Plex Pro Human Cytokine
Screening Panel (48-Plex) auf die in Tab. 10 und Tab. 11 angefiihrten Zytokine und Chemokine analysiert.
Das Analyseprinzip basierte hierbei auf einem Mehrfach-ELISA, der je nach Kit mehr als 40 Zytokine pro
Probe parallel detektierte. Alle Analyseschritte erfolgten laut Herstellerprotokoll. Die Messung der
Wundflussigkeit erfolgte in 1:5-Verdiinnung mit der im Kit enthaltenen Verdiinnungslésung. Samtliche
fir die Durchfihrung notwendigen Reagenzien sowie die 96-Well-Platten waren in den Kits enthalten.
Alle Reagenzien wurden nach Vorschrift verdiinnt. Die zu untersuchenden Proben wurden nach Lagerung
bei -80°C auf Eis aufgetaut. Je 50 ul der 1:5 verdiinnten Wundfliissigkeiten wurden nach Vorlegen und
Waschen von 50 ul der Assay-Beads in einer 96-Well-Platte aufgetragen und nach Inkubation mit 25 pl
Detektionsantikorper versehen. Nach Inkubation und Waschschritten erfolgte die Zugabe von 50 ul
Streptavidin-PE. Schliel3lich wurde die Analyse im Bioplex-200-System vorgenommen. Die Quantifizierung

erfolgte Gber Regression mit Hilfe einer Standardkurve.

Analoge Analysen wurden in Serumproben des dritten post-operativen Tages und in den Uberstinden
der primaren Zellen HMEC, NHDF-Ad und HUVEC durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass die Uberstinde

der primaren Zellen unverdiinnt gemessen wurden.
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Tab. 10: Bio-Plex Pro Human Chemokine Panel (40-Plex)

CCL1 CCL19 CCL23 CCL3 CXCL10 CXCL2 IFN-y IL-4
CCL11 CCL2 CCL24 CCL7 CXCL11 CXCL5 IL-10 IL-6
CCL13 CCL20 CCL25 CCL8 CXCL12 CXCL6 IL-16 IL-8
CCL15 CCL21 CCL26 CXC3CL1 CXCL13 CXCL9 IL-18 MIF
CCL17 CCL22 CCL27 CXCL1 CXCL16 GM-CSF IL-2 TNF-a
Tab. 11: Bio-Plex Pro Human Cytokine Screening Panel (48-Plex)
BasicFGF GRO-a IL-12 p70 IL-1RA IL-4 IP-10 MIG SCGF-B
B-NGF HGF IL-13 IL-1a IL-5 LIF MIP-1a SDF-1a
CTACK IFN-a IL-15 IL-18 IL-6 MCP-1 MIP-1B TNF-a
Eotaxin IFN-y IL-16 IL-2 IL-7 MCP-3 PDGF-BB TNF-B
G-CSF IL-10 IL-17 IL2-RA IL-8 M-CSF RANTES TRAIL
GM-CSF IL-12 p40 IL-18 IL-3 IL-9 MIF SCF VEGF

6.2.9. ELISA

Erganzend zum Multiplex-ELISA erfolgte die Analyse auf XCL-1 in der WundflUssigkeit des zweiten post-
operativen Tages mittels eines XCL-1/Lymphotactin-DuoSet®-ELISA-Kit, welcher die notwendigen
Antikorper und Standards sowie Streptavidin-Meerrettich-Peroxidase (HRP) enthielt. Fiir die genannten
Zellen wurde ihr jeweiliges Kulturmedium als Negativkontrolle verwendet. Laut Herstellerangaben wurde
die 96-Well-Platte Giber Nacht mit 100 ul XCL-1-Fanger-Antikorper beschichtet. Hierauf wurde die Platte
erneut gewaschen und mittels Reagenzlésung blockiert. Nach einem erneuten Waschschritt erfolgte die
Zugabe von je 100 ul der unverdiinnten Zellkulturiiberstande und der 1:5 verdiinnten Wundflissigkeit,
die zuvor auf Eis aufgetaut war. Auf die Inkubation folgte die Zugabe von 100 pl Detektions-Antikorper in
vorgeschriebener Verdiinnung, nach zwei Stunden Inkubation bei Raumtemperatur die Zugabe von
100 pl Streptavidin-HRP pro Probe. Die Substratlosung wurde in einem 9+1-Verhaltnis der Bio-Rad-
Losungen A und B vorbereitet und 100 pl Substratlosung wurden nach Inkubation und Waschen
hinzugegeben. 20 min spater wurde die Reaktion durch 50 ul 2N H,SO,4 beendet und mittels SynergyMx

bei einer Absorptionslange von 450 nm ausgelesen. Quantifiziert wurde anhand einer Standardkurve.

Zur Bestimmung des Flt3-Liganden wurden obengenannte Materialien mittels eines Human Flt-3-Ligand
DuoSet® ELISA-Kits untersucht. Antikérper, Standards und Streptavidin-HRP waren wiederum im Kit
enthalten. Am Versuchsvortag erfolgte die Beschichtung der Platte mit 100 pl FIt3-L-Fanger-Antikorper.
Nach Waschen, Zugabe von 300 ml Reagenzverdiinnungsmittel und Inkubation wurde je 100 pl
verdiinntes Probenmaterial hinzugegeben (Probendetails und Verdiinnung analog zum XCL-1-ELISA).
Hierauf wurden nach den jeweiligen Waschschritten 100 ul Detektions-Antikdrper und 100 pl
Steptavidin-HRP hinzugegeben. Nach 100 pl Substratlésung in o0.g. Konzentration und dem
Reaktionsstopp durch 50 ul 2N H,SO4 erfolgte nach analogen Inkubationszeiten die Auslesung am
SynergyMx-Photometer bei 450 nm. Die Quantifizierung wurde mit Hilfe einer Standardkurve

durchgefihrt.
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In den primaren Zellkulturiberstdanden von HMECs, HUVECs und NHDF-Ad wurde am zweiten Tag nach
einer Bestrahlung mit 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16 und 20 Gy die Zytokinbestimmungen von MIF und mit 0, 2, 4, 6,
8, 12 und 20 Gy fir IL-3 vorgenommen. Die notwendigen Reagenzien waren in den Kits (Human MIF
DuoSet® ELISA, Human IL-3 DuoSet® ELISA) enthalten und wurden laut Herstellerprotokollen verdiinnt.
Fiir die MIF-Bestimmung wurde die Platte (iber Nacht mit 100 ul MIF-Fanger-Antikorper versehen, am
Versuchstag dann drei Mal mit 300 ul Waschpuffer gewaschen und mit 300 pl Reagenzldsung blockiert.
Nach Inkubation und erneutem Waschen wurden 100 pl Standard und 100 pl 1:1-verdiinnte Uberstinde
aufgetragen. 100 ul Detektions-Antikérper wurde nach erneuten drei Waschschritten hinzugegeben,
hierauf wurden Streptavidin-HRP und schliefSlich die obengenannte Substratlosung hinzugefiigt, nach
20 min Inkubation analog zu o. g. Protokoll gestoppt und ausgelesen. Die analoge Analyse wurde mittels
Human IL-3 DuoSet® ELISA Kit durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass unverdiinntes Probenmaterial

verwendet wurde.

6.2.10. RNA-Sequenzierung

Vorbereitend wurden die zuvor kryokonservierten und in flissigem Sauerstoff gelagerten Immunzellen
(gesammelt und vorbreitet durch Anna-Maria Tiefenthaller) rasch aufgetaut und in 20 ml kithlem DPBS
resuspendiert. Nach Zentrifugation (4°C, 314 g, 5 min) und einem Waschschritt in DPBS erfolgte die
Verarbeitung der Pellets nach dem Protokoll des NucleoSpin®-miRNA-Kit. Die dabei isolierte Total-RNA
(kurze und lange RNA) wurde in 50 ul Nuklease-freiem Wasser eluiert und die RNA-Konzentration mittels

NanoDrop2000c UV-Vis-Spektrometer bestimmt (RNA-Isolation durchgefiihrt durch MSc. Nikko Brix).

Die Sequenzierung erfolgte in Kooperation mit der Arbeitsgruppe fir Strahlenzytogenetik am HMGU
Neuherberg (Leitung: Prof. Zitzelsberger) und der Firma Novogene (Library-Praparation am HMGU,
Sequenzierung bei der Firma Novogene, Daten-Prozessierung und -Aufarbeitung durch PD Dr. Kristian

Unger).

6.2.11. Anamnestische Datenanalyse
Zur Erfassung von Alter, Allgemeinzustand, Menopausenstatus, Vorerkrankungen, Dauermedikation (v.a.
in Hinblick auf Ausschlusskriterien, siehe hierzu Abschnitt 6.2.2.), Tumorbiologie und Histologie wurden

die Patientinnenakten analysiert und beide Kohorten verglichen.

6.2.12. Statistische Analyse
Die statistischen Analysen wurden mit OriginPro durch Prof. Dr. Kirsten Lauber durchgefiihrt. Die

statistische Beratung erfolgte durch PD Dr. Steffen Unkel (Georg-August-Universitdt Gottingen).

Die Daten wurden entweder als Patientenzahlen, Prozentsatze, Mittelwerte oder Mediane einer Kohorte
unter Angabe der Standardfehler des Mittelwertes angegeben. Folgende statistische Methoden wurden
im Rahmen dieser Arbeit verwendet: Exact-Wilcoxon-Rank-Test, ANOVA (one-way und two-way),
Spearman-Korrelation, hierarchische Clusteranalyse und Netzwerkanalyse. Die Verwendung der

statistischen Methoden erfolgte laut Angabe in den zugehdrigen Abbildungstexten des Ergebnisteils.
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7. Ergebnisse

Zwischen Juli 2015 und Dezember 2016 wurden 49 Patientinnen mit histologisch bestatigtem
Mammakarzinom an der Klinik fir Gynadkologie und Geburtshilfe des LMU Klinikums, Minchen,
Deutschland, in diese klinische Begleitforschungsstudie eingeschlossen. Wahrend 29 Patientinnen fiir die

Kontrollgruppe rekrutiert werden konnten, waren es in der IORT-Gruppe 20 Patientinnen (siehe Abb. 4).

7.1. Die Kohorten sind hinsichtlich klinischer und histologischer Daten im Wesentlichen
vergleichbar

Eine detaillierte Analyse der Kohorten-Eigenschaften ist den Abb. 4-6 zu entnehmen. Die Erhebung
erfolgte aus den vorliegenden Krankengeschichten. Im Wesentlichen waren die beiden Kohorten
vergleichbar. Allerdings ist zu berlicksichtigen, dass in der klinischen Routine IORT-Protokolle vor allem
dlteren Patientinnen angeboten werden. Daher ergaben sich signifikante Unterschiede hinsichtlich des
Patientenalters, wobei die IORT-Kohorte mit einem Durchschnittsalter von 67,5 Jahren einen gréReren

Anteil dlterer Patientinnen aufwies als die Kontroll-Kohorte (Durchschnittsalter 59,0 Jahre) (Abb. 5A).

Ctrl (N=29) IORT (N=20) molecular subtype [no. (%)] Luminal A 13 (44.8) 11 (55.0)
age [y] median 59.00 67.50 Luminal B 11(37.9) 6(30.0)
range 40-84 47-87 Her2/neu luminal 1(3.4) 1(5.0)
ASA [score] mean 21 24 Her2/neu non-luminal 1(3.4) 0(0.0)
median 2.0 2.0 basal-like (TNBC) 3(10.3) 2(10.0)
range 1-3 1-3 R status [no. (%)] RO 20 (69.0) 18 (90.0)
pT status [no. (%)] Tla 0(0) 0(0) R1 9(31.0) 2(10.0)
Tib 8(27.6) 9 (45.0) Axilla dissection [no. (%)] performed 1(3.4) 0(0.0)
Tlc 8(27.6) 9(45.0) not performed 28(96.6) 20 (100.0)
T2 12 (41.4) 2(10.0) tumor size [mm] median 16.0 11.0
T3 1(3.4) 0(0.0) range 6.0-50,.0  18.0-34.0
pN status [no. (%)] NO 22(75.9) 15 (75.0} menopausal status [no. (%)] premenopausal 5(17.2) 1(5.0)
N1 6(20.7) 1(5.0) postmenopausal 19 (65.5) 18 (90.0)
Nx 1(3.4) 4(20.0) perimenopausal 3(10.3) 1(5.0)
M status [no. (%)] MO 6{20.7) 4(20.0) na, 2(89) 0(0.0)
M1 1(3.4) 0(0.0) Abb. 4: Detaildarstellung der Vergleichsparameter.
Mx 22(75,.9) 16 (80} Der Vergleich von IORT- und Kontrollgruppe erfolgte
Grading [no. (%)] G1 4(13.8) 9{45.0) anhand von Alter, Allgemeinzustand, Menopausenstatus,
G2 21 (72.4) 9(75.0) TumorgroBe, TNM-Klassifikation,  Graduierungsstufe,
G3 4(13.8) 2(10.0)

histologischen und tumorbiologischen Daten. Dargestellt

ERLE] median 9000 9250 ist die Anzahl der fiir das jeweilige Merkmal zutreffenden
o] ::iiean 2;31.2(0} 2;22 Patientinnen bzw. deren Median. Der prozentuale Anteil ist
Jaige e T in runden Klammern angegeben. Deklarationen von
Her2/neu no. (%)] Her2/neu () 17(58.6)  12(60.0) Einheiten finden sich in eckiger Klammer. Samtliche
Her2/neu (+) 8(27.6) 5(30.0) Informationen wurden der Krankengeschichte
Her2/neu (++/neg.} 1(3.4) 1(5.0) enthommen.
Her2/neu (++/pos.) 0(0.0) 1(5.0) ASA, American Society of Anesthesiologists; ER,
Her2/neu (+++) 2(6.9) 0(0.0) Ostrogenrezeptor; IORT, intra-operative Radiotherapie; M,
Her2/neu (n.a, neg.) 134) 0(0.0) Metastasierung; N, Nodalstatus; n.a., keine Angabe; neg.,
i::r;;: :1:;::;?: ziﬁzg wf’gz; negativ; no, Nummer; p, pathologisch; pos., positiv; PR,
— media'n ' : 15'.0 16.0 Progesteronrezeptor; R, Resektion; T, Tumor; TNBC,
rahge TR tripelnegatives Mammakarzinom; y, Jahre.

In den TNM-Stadien zeigten sich insofern Differenzen, als sich fiir die Patientinnen der Kontrollgruppe
hohere Tumorstadien im pT-Status und haufigere R1-Resektionen ergaben (Abb. 5B). Auch dieser
Unterschied lasst sich durch die Indikationsstellung erklaren. Hinsichtlich des Differenzierungsgrades
ergab sich fir die Kontrollgruppe ein héherer Anteil an G2-Stadien (Abb. 5C). Die tbrigen Parameter wie
Allgemeinzustand, Menopausenstatus, N- und M-Status sowie die tumorbiologischen Eigenschaften

ergaben keine signifikanten Unterschiede (Abb. 5, 6).
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Abb. 5: Die Kohorten
sind hinsichtlich klinischer
und histologischer Eigen-
schaften vergleichbar.

(A) Darstellung der
klinischen Parameter Alter,
Menopausenstatus und
Performance-Score laut der
American Society of
Anesthesiologists.

(B) TNM-Stadien der
exzidierten Tumoren laut

histologischem Befund.

(C) Tumorbiologische Eigen-
schaften und Tumorgrading
laut histologischem Befund.

Samtliche statistischen
Berechnungen erfolgten
mittels Exact-Wilcoxon-
Rank-Test.

ASA, American Society of
Anesthesiologists; IORT,
intra-operative Radio-
therapie; M, Meta-

stasierungs-Status; N, Nodal-
Status; p, pathologisch; T,
Tumor.
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Abb. 6: Die Kohorten zeigen keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich TumorgréBe und tumorbiologischer Eigenschaften.
Erhebung von TumorgréBe und Tumorbiologie anhand histopathologischer und tumorbiologischer Befunde aus der

Patientinnengeschichte. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Exact-Wilcoxon-Rank-Test.

ER, Ostrogenrezeptor; IORT, intra-operative Radiotherapie; PR, Progesteronrezeptor.
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7.2. Einblutungsgrad, Volumen und Zellularitdt der Wundfliissigkeitsproben in beiden
Kohorten sind im Wesentlichen vergleichbar

Nach der Gewinnung des Drainage-Inhaltes wurde das Volumen der Wundflissigkeit bestimmt. Der
Hamoglobingehalt wurde als Mall des post-operativen Bluteinstroms und damit der passiven
Einschwemmung von Immunzellen photometrisch mit Hilfe der Drabkin-Reaktion erhoben. Die Gesamt-
Leukozytenzahl wurde sowohl manuell mittels Neubauer-Zahlkammer als auch maschinell mittels FACS-
Count-Bright-Beads bestimmt, als Grundlage flir weitere Berechnungen diente der Mittelwert aus
manueller und maschineller Quantifizierung. Weder hinsichtlich des Volumens noch des Hamoglobin-
Gehaltes ergaben sich signifikante Unterschiede hinsichtlich der Kohorten (Abb. 7B, C). Die Gesamt-
Leukozytenzahl war in den IORT-Proben am zweiten und dritten post-operativen Tag erhoht, der

Unterschied erreichte allerdings keine statistische Signifikanz (Abb. 7D).

Wie in Abb. 7C dargestellt, war am ersten post-operativen Tag in der Wundflissigkeit ein relativ hoher
Hamoglobinanteil verglichen mit den Werten des vendsen Blutes festzustellen, sodass von einem
beachtlichen Anteil an post-operativ in die Wundhohle eingeflossenen Blutes auszugehen war. Fiir den
dritten post-operativen Tag zeigten sich die Analysen haufig erschwert, da die Menge der Wundflissigkeit
bereits deutlich reduziert war, sodass Material-bedingt teilweise nicht alle Analysen durchgefiihrt werden
konnten. Als methodisch optimaler Beobachtungszeitpunkt wurde daher der zweite post-operative Tag

gewahlt, auf  dessen Biomaterial sich alle  folgenden  Auswertungen beziehen.
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7.3. IORT mit 20 Gy induziert eine verstirkte Rekrutierung von Monozyten,
eosinophilen Granulozyten, pDCs und B-Zellen in die Tumorloge

Wie bereits in Kapitel 4 erldutert, gibt es in der Literatur Hinweise auf die Induktion immunologischer
Effekte durch Bestrahlung mit hoheren Einzeldosen. Um diese Effekte auch im klinischen Setting zu
beobachten, wurden vendses Blut am pra-operativen, am dritten und am 28. post-operativen Tag sowie
WundflUssigkeit an den ersten drei post-operativen Tagen auf diverse Immunzellsubpopulationen
untersucht. Blut und WundflUssigkeit wurden einer Erythrozytenlyse unterzogen und mittels eines 11-
Farben-Antikorperpanels gefarbt [73]. Die durchflusszytometrische Analyse ermdglichte eine Darstellung
diverser Leukozyten-Subpopulationen, wobei die Strategie der Bestimmung in Abb. 3 angefiihrt ist. Fur
die Wundflussigkeit sind stets die Ergebnisse des zweiten post-operativen Tages dargestellt. Die
statistische Analyse erfolgte mittels Exact-Wilcoxon-Rank-Test mit Bonferroni-Holm-Multiple-Testing-

Korrektur in der Wundfliissigkeit und mittels one-way ANOVA (Faktor Tag nach Operation) im Blut.
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Abb. 8: IORT (1x20 Gy) induziert einen Anstieg an Monozyten, eosinophilen Granulozyten, pDCs und B-Zellen im ehemaligen
Tumorbett.

Blut und Wundflissigkeit wurden nach Gewinnung und Erythrozyten-Lyse mittels Multicolor-FACS auf diverse Immunzell-
Populationen untersucht. Diese wurden nach der in Abb. 3 angeflihrten Gating-Strategie definiert. Dargestellt sind die Ergebnisse
der Wundflussigkeits-Analysen am zweiten post-operativen Tag. Fur die Blutanalysen sind die Verldufe vom pra-operativen iber
den dritten bis zum 28. post-operativen Tag dargestellt. (A) Tabellarische Ubersichtsdarstellung der untersuchten Leukozyten-
Subpopulationen der Wundflissigkeit und die (B) hierarchische Clusteranalyse signifikant verdnderter Subpopulationen.
(C) Detaildarstellung der Quantifizierung neutrophiler, eosinophiler und basophiler Granulozyten in der Wundflussigkeit anhand
der Oberflichenmarker CD16, CD123, HLA-DR und SSC. (D) Darstellung der eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut
anhand des Oberflaichenmarkers CD16 und des SSC im Zeitverlauf. (E) Analyse der Monozyten und ihrer Subpopulationen in der
Wundflissigkeit mittels der Oberflachenmarker CD14 und CD16. (F) Analoge Analysen fir die Subgruppe der CD14* CD16
Monozyten des peripheren Blutes im Zeitverlauf. (G) Quantifizierung von DCs und ihren Untergruppen cDCs und pDCs mittels
ihrer Oberflachenantigene CD123 und HLA-DR in Wundflussigkeit und Blut. (H) Darstellung der pDCs des Blutes im Zeitverlauf.
(C, E, G) Die statistischen Analysen erfolgten mittels Exact-Wilcoxon-Rank-Test mit Bonferroni-Holm-Multiple-Testing-Korrektur.
(D, F, H) Samtliche Analysen wurden einer one-way ANOVA unterzogen. (l) Sample-to-Sample-Korrelation (nach Spearman) der
Wundfliissigkeit des zweiten post-operativen Tages und ihre hierarchische Clusteranalyse.

¢, klassisch; CD, Cluster-of-Differentiation; d, Tag; DC, Dendritische Zelle; dim, niedrig; FACS, Durchflusszytometrie; hi, hoch; HLA-
DR, Humanes-Leukozytenantigen-DR (MHC-II); IORT, intra-operative Radiotherapie; log, Logarithmus; neg., negativ;
p, plasmazytoid; pos., positiv; SSC, Seitwdrts-Streulicht.
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Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Kohorten (auf welche in den folgenden Unterkapiteln
noch detaillierter eingegangen wird) ergaben sich in der Wundfliissigkeit fiir eosinophile Granulozyten,
Gesamtmonozyten, CD14* CD16™ klassische Monozyten, pDCs und B-Zellen am zweiten post-operativen
Tag (Abb. 8A), wahrend der Unterschied in der Gesamt-Leukozytenzahl zwischen den Kohorten keine
statistische Signifikanz erreichte (Abb. 7D). Fir Eosinophile und klassische Monozyten konnte ein
transienter Anstieg im Blut an Tag 3 nachgewiesen werden (Abb. 8D, F). Fiir neutrophile und basophile
Granulozyten, NK-Zellen und T-Zellen ergaben sich weder lokal noch systemisch signifikante Unterschiede

zwischen den Kohorten (Abb. 8A).

Eine hierarchische Clusteranalyse der Spearman-Korrelationsmatrix signifikant veranderter
Zellpopulationen in den Wundflussigkeiten ist in Abb. 8B dargestellt. Das Dendrogramm teilt die
Populationen hierbei nach Ahnlichkeit des Rekrutierungsmusters in drei Gruppen. Die erste Gruppe
bildeten Gesamt-Monozyten und klassische Monozyten, was zu erwarten war, da klassische Monozyten
eine Subpopulation der Monozyten bilden. Die Rekrutierung eosinophiler Granulozyten war der der
Monozyten am &dhnlichsten. Das Rekrutierungsmuster der B-Zellen unterschied sich hingegen deutlich
von dem der vorgenannten Populationen und noch erheblich grofRere Unterschiede ergaben sich fiir die

pDCs.

7.3.1. IORT induziert einen lokalen und systemischen Anstieg eosinophiler Granulozyten
Eosinophile Granulozyten werden traditionellerweise mit Parasiteninfektionen, Autoimmunkrankheiten
und allergischen Reaktionen in Verbindung gebracht und wurden erst spater Gegenstand onkologischer
Forschung [74, 75]. Hierbei sind sie insbesondere als prognostische Marker ins Licht ndherer Betrachtung
geriickt [75-80].

In der aktuellen Studie zeigte sich eine signifikante Erhéhung eosinophiler Granulozyten im Tumorbett
IORT-behandelter Mammakarzinome. Diese war begleitet von einem signifikanten transienten Anstieg
der Eosinophilen im peripheren Blut am dritten post-operativen Tag (siehe Abb. 8C, D).

7.3.2. Rekrutierung von Monozyten und insbesondere klassischen Monozyten nach IORT in
Blut und Wundfliissigkeit

Monozyten nehmen als professionelle Phagozyten eine wichtige immunologische Rolle ein. lhre
Unterteilung erfolgt anhand ihrer Oberflachenmarker CD14 und CD16 in drei Gruppen. Der haufigste Typ
sind die CD14" CD16 klassischen Monozyten. Die CD16* Monozyten lassen sich in CD14*CD16*" nicht-

klassische und CD14** CD16" intermedidre Monozyten unterteilen. [81]

Blut und Wundflissigkeit wurden zu den genannten Zeitpunkten auf CD14 und CD16 gefarbt und auf
diverse Monozyten-Subpopulationen untersucht. Fiir die IORT-Gruppe zeigte sich eine signifikant erhdhte
Infiltration der Gesamt-Monozyten, insbesondere aber der CD14** CD16  klassischen Monozyten ins
ehemalige Wundbett. Diese Entwicklungen spiegelten sich auch im peripheren Blut wider, wobei sich ein

passagerer systemischer Anstieg am dritten post-operativen Tag zeigte. (Abb. 8E, F, 9A).
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Abb. 9: Lokale Bestrahlung mit hohen Einzeldosen induziert am zweiten Tag nach Therapie einen signifikanten Monozyten-
Anstieg im peripheren Blut.

(A) Durchflusszytometrische Analyse von Monozyten im peripheren Blut. Nach Erythrozyten-Lyse erfolgten die FACS-Farbung
und das Gating auf CD14, CD16 und HLA-DR. (B) Analoge Darstellung der B-Zellen nach Gating auf CD19 und CD20 in
Wundflissigkeit und Blut. Die Berechnungen erfolgten fiir das periphere Blut mittels one-way ANOVA und fir die
Wundfliissigkeit mittels Exact-Wilcoxon-Rank-Test unter Bonferroni-Holm-Multiple-Testing-Korrektur.

d, Tag; IORT, intra-operative Radiotherapie.

7.3.3. IORT induziert die Einwanderung plasmazytoider dendritischer Zellen ins Wundbett

Dendritische Zellen sind als Antigen-prasentierende Zellen ebenfalls an der Elimination und Kontrolle
korpereigener und -fremder Substanzen beteiligt. Durchflusszytometrisch lassen sie sich mittels CD123
und HLA-DR bestimmen und in zwei Subgruppen unterteilen: die klassischen (cDCs) und die v.a. Typ-I-

Interferon-produzierenden plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs). [73, 82, 83]

Durchflusszytometrisch ergab sich eine signifikante Erhéhung der pDCs in der ehemaligen Tumorloge am

zweiten Tag nach IORT, die sich in der systemischen Zirkulation jedoch nicht abzeichnete (Abb. 8G, H).

7.3.4. Rekrutierung von B-Zellen in die Wundfliissigkeit nach IORT
B-Zellen sind ein wichtiges Element der adaptiven und humoralen Immunantwort und sind wesentlich an
der Ausbildung des immunologischen Gedachtnisses beteiligt [84]. Ein wichtiger Beitrag an

immunologischen Reaktionen ist die Antikdrper-Sekretion [84].

Analog zu den pDCs zeigten auch die B-Zellen nur eine lokale Infiltration des ehemaligen Wundbettes, ein

systemischer Anstieg im peripheren Blut war nicht zu beobachten (Abb. 9B).

7.3.5. Die Kohorten unterscheiden sich hinsichtlich der Immunzellgruppen

Zur Darstellung gemeinsamer Eigenschaften wurden alle Wundfllssigkeitsproben des zweiten post-
operativen Tages einander gegenibergestellt. In der hierarchischen Sample-to-Sample-Korrelations-
Clusteranalyse ergaben sich zwei Hauptarme, die die beiden Kohorten unscharf trennten. Dennoch war
zu erkennen, dass der an Patientenzahl grofRere der beiden Arme bis auf drei Ausnahmen alle IORT-
Patientinnen enthielt (Abb. 8l). Die IORT-Proben wiesen somit offensichtlich dhnliche zelluldre

Eigenschaften auf, eine vollstandige Kohorten-Trennung war jedoch auf zelluldrer Ebene nicht moglich.
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7.4. I0RT mit 20 Gy induziert in Normalgewebszellen der Brust eine Seneszenz-Antwort
in vitro und die Menge bestimmter Seneszenz-assoziierter Zytokine korreliert mit den
rekrutierten Immunzellen in der Wundfliissigkeit

Wie in Abb. 8 gezeigt, kann Bestrahlung mit hohen Einzeldosen eine lokale Rekrutierung bestimmter
Immunzell-Subpopulationen, teilweise mit parallelen transienten Anstiegen im peripheren Blut,
induzieren. An dieser Stelle ergibt sich die Frage, wie diese Immunzellen rekrutiert und welche zelluldren
und humoralen Komponenten vorrangig an der Rekrutierung beteiligt sind.

7.4.1. Normalgewebszellen der Brust reagieren auf Bestrahlung mit hohen Einzeldosen
vorwiegend mit einer Seneszenz-Antwort

Im Rahmen einer brusterhaltenden Operation wird der Tumor exzidiert und das umliegende nicht-
maligne Brustgewebe mit etwaig verbliebenen Tumorzellen anschliefend durch eine IORT bestrahlt (s.
Abb. 2). Um nadher zu beleuchten, wie nicht-malignes Brustgewebe auf Bestrahlung mit hohen
Einzeldosen reagiert und um herauszufinden, welche Zelltypen zu dieser Immunzell-Rekrutierung
beitragen kdnnten, wurden reprasentative primare Zellen verschiedener Normalgewebs-Zelltypen mit

und ohne Bestrahlung in vitro untersucht.

In dieser Untersuchung wurden Brustepithelzellen (HMECs), adulte Fibroblasten (NHDF-Ad) und
Nabelschnur-Endothelzellen (HUVECs) nicht oder mit 20 Gy bestrahlt und an den vier darauffolgenden
Tagen auf Viabilitdt und Zelltod-Induktion analysiert. Viabilitdts- und Zelltodanalysen erfolgten
durchflusszytometrisch, wobei fir Annexin-V-positive Zellen apoptotisch, doppelt positive Zellen
(Annexin-V- und Pl-positiv) als nekrotisch und doppelt negative Zellen als viabel gewertet wurden. Die

Seneszenz wurde anhand der SA-Bgal-Aktivitat und des SSC bestimmt.

Die Viabilitat der primaren Zelltypen blieb nach Bestrahlung mit 20 Gy weitgehend erhalten (Abb. 10A).
Wahrend sich das AusmaR an apoptotischen und nekrotischen Zellen nach héher dosierter Bestrahlung
in Grenzen hielt, traten post-radiogen innerhalb von vier Tagen hingegen mehr als die Hélfte der Zellen
in eine Seneszenz Uber. Zusammenfassend zeigt Abb. 10A, dass verschiedene Normalgewebe eine
Einzeldosisbestrahlung von 20 Gy durchaus ohne nennenswerte Viabilitats-Verluste tolerieren, was sich
in sehr niedrigen Apoptose- und Nekrose-Raten widerspiegelt, dass diese Dosis jedoch eine ausgepragte

Seneszenz-Antwort induziert.

Seneszenz bedeutet einen Zustand permanenten Zellzyklusarrests bei erhaltenem, wenn auch
verandertem Metabolismus [21]. Seneszente Zellen produzieren diverse Zytokine, Chemokine, pro-
angiogenetische und Wachstumsfaktoren — ein Spektrum, das in seiner Gesamtheit als Seneszenz-
assoziierter sekretorischer Phanotyp (SASP) bezeichnet wird [85]. Somit kénnen seneszente Zellen einen
maBgeblichen Einfluss auf Angiogenese, Metastasierung und Leukozytenrekrutierung ausiben und

Immunreaktionen modulieren [85].
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Abb. 10: In nicht-malignem Brustgewebe erfolgt durch Bestrahlung mit hohen Einzeldosen eine Seneszenz-Induktion und
Seneszenz-assoziierte Zytokinveranderungen entsprechen rekrutierten Immunzell-Populationen in der Wundfliissigkeit.

(A) HMECs, NHDF-Ad und HUVECs wurden unbestrahlt oder nach 20 Gy Bestrahlung an den ersten vier Tagen nach Bestrahlung
auf ihre Viabilitat und auf diverse Zelltod-Formen untersucht. Die Analysen erfolgten durchflusszytometrisch mittels Annexin-V-
FITC/PI-Farbung. Das Seneszenz-AusmaR wurde anhand von SA-Bgal-Aktivitdt und SSC-Zunahme bestimmt. (B) Korrelation der
untersuchten Zytokine mit der Zellzahl der nach IORT in signifikantem Ausmal eingewanderten Zellpopulationen im Wundbett
(gezeigt sind die Top-5-Korrelationen). Die Zytokine wurden mittels Multiplex-ELISA bestimmt, die Immunzell-Charakterisierung
und -Zahlung mittels FACS durchgefihrt. Die statistischen Berechnungen erfolgten mittels Spearman-Korrelation. (C) Darstellung
der Zytokinmengen von MIF, HGF, IL-3 und IL-1ra im Wundbett. Die Bestimmung erfolgte mittels Multiplex-ELISA, die statistische
Auswertung mittels Exact-Wilcoxon-Rank-Test. (D) Zytokin-Analysen von MIF und IL-3 fur kultivierte primare Zellen (HMEC,
NHDF-Ad und HUVEC) nach Bestrahlung mit 0-20 Gy. Der Einfluss des Faktors Bestrahlungsdosis wurde Uber eine one-way
ANOVA bestimmt.

d, Tag; CCL, CC Chemokinligand; GM-CSF, Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor; Gy, Gray; IL, Interleukin; MIF,
Macrophage-Migration-Inhibitory-Factor; HGF, Hepatocyte-Growth-Factor; IL, Interleukin;, Macrophage-Migration-Inhibition-
Factor; ra, Rezeptorantagonist; SSC, Seitwdrts-Streulicht; TRAIL, Tumornekrosefaktor-verwandter-Apoptose-induzierender-
Ligand.

7.4.2. MIF und IL-3 zeigen hochste Korrelationen zwischen zellularen und humoralen Analysen
und sind in der Wundfliissigkeit nach IORT erhéht

Um zu untersuchen, welche Zytokine und Chemokine vorrangig nach einer IORT ausgeschiittet werden
und mit einer Rekrutierung distinkter Immunzell-Populationen einhergehen, wurden
Korrelationsanalysen der in den IORT-Wundfllssigkeiten signifikant veranderten Zellpopulationen mit
den untersuchten Zytokinen der Wundfllssigkeit durchgefiihrt (Abb. 10B, gezeigt sind die Top-5-
Korrelationen). Hierbei fiel auf, dass bestimmte Zytokine mit der Rekrutierung mehrerer Zellpopulationen
sehr stark korrelierten. So zeigte sich beispielsweise der Makrophagen-Migrations-hemmende Faktor
(MIF) in vier der finf untersuchten Populationen unter den Top-5, der Hepatozyten-Wachstumsfaktor
(HGF), Interleukin-1-Rezeptorantagonist (IL-1ra) und IL-3 jeweils in drei der finf Populationen. Auffallig
war zudem, dass die Korrelation der pDC-Rekrutierung ein vollig anderes fiihrendes Zytokinmuster

aufwies, wahrend sich jene der anderen vier genannten Immunzell-Gruppen dhnelten.
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Bei isolierter Betrachtung der Zytokin-ELISA-Ergebnisse zeigten sich MIF und IL-3 nach IORT in der
Wundflussigkeit signifikant erhoht, wahrend HGF und IL-1ra im Vergleich zur Kontrollgruppe zwar

tendenziell, aber nicht signifikant erhoht waren (Abb. 10C).

MIF ist an der Interaktion zwischen Endothelzellen und Leukozyten sowie deren Transmigration beteiligt
[86]. HGF ist in Wundheilungsprozessen, Angiogenese und Zellproliferation involviert und in der
Signaltransduktion eng mit dem Transkriptionsfaktor NFkB verbunden [87]. IL-3 ist in der Myelopoese
und in inflammatorischen Prozessen involviert [88]. IL-1ra reguliert diverse Rezeptoren der IL-1-Familie
negativ. Da letztere liber nachgeschaltete immunologische Signalkaskaden bekanntlich Tumorprogress,
Angiogenese und Metastasierung férdern, kommt IL-1ra eine relevante tumorprotektive Rolle zu. [89]
7.4.3. MIF und IL-3 werden in vitro nach Bestrahlung von Normalgewebszellen der Brust
produziert

Um die Zytokin-Produktion nach Bestrahlung auch im Zellkulturmodell zu untersuchen, wurden HMECs,
HUVECs und NHDF-Ad mit 0, 2, 4, 6, 8, 12, 16 und 20 Gy bestrahlt und MIF und IL-3 analog zur
Studiensituation an Tag 2 nach Bestrahlung im ELISA bestimmt. Quantitativ wurde MIF insbesondere von
Mamma-Epithelzellen sezerniert, wiahrend die IL-3-Spiegel in den Uberstinden aller Zelltypen deutlich
geringer und insgesamt auf dhnlichem Niveau lagen. Fiir MIF ergab die one-way ANOVA einen
signifikanten Einfluss der Bestrahlung auf Mamma-Epithelzellen und Fibroblasten, fiir IL-3 eine Signifikanz
flir Mamma-Epithelzellen und Endothelzellen. Auffallig war, dass sich in Epithelzellen fir beide Zytokine
ein Maximum bei 4-6 Gy zeigte, fir MIF ergab sich ein zweiter Anstieg bei 20 Gy, fir IL-3 bei ca. 12 Gy.
Analog zu Mamma-Epithelzellen traten in Endothelzellen IL-3-Maxima bei 4-6 Gy und bei ca. 12 Gy auf.
In NHDF-Ad war die MIF-Konzentration in den Uberstinden insgesamt erheblich geringer, wobei eine

Induktion im hoheren Dosisbereich beobachtet wurde (Abb. 10D).

Zusammenfassend zeigt sich, dass eine strahlungsinduzierte MIF-Freisetzung vor allem in Mamma-
Epithelzellen beobachtet werden kann, wobei diese Induktion bei einer Dosis von 4 Gy ihr absolutes
Maximum erreichte. Die MIF-Freisetzung aus Fibroblasten war im Vergleich hierzu erheblich geringer,
jedoch konnte auch hier eine Induktion vor allem nach Bestrahlung mit 20 Gy beobachtet werden,

wohingegen eine strahlungsindizierte Freisetzung von MIF bei Endothelzellen nicht erkennbar war.

IL-3 wurde strahlungsinduziert vorrangig von Epithelzellen sowie nicht-malignen Mamma-Epithelzellen

produziert, wobei im Dosisbereich von 4-6 Gy und bei ca. 12 Gy die starkste Freisetzung gemessen wurde.

7.5. Zytokin-zu-Zytokin-Korrelationsanalysen identifizieren drei Cluster von Zytokinen,
die Uiber verschiedene Transkriptionsfaktor-Netzwerke gesteuert werden

Zur Evaluation der Zytokin-Veranderungen nach Bestrahlung im In-vitro- sowie In-vivo-Setting wurde die
Wundflissigkeit des zweiten post-operativen Tages mittels Multiplex-ELISA einer Zytokin- und Chemokin-

Bestimmung unterzogen. Hierbei zeigten sich MIF und IL-3 signifikant erhéht (Abb. 10C).

Eine hierarchische Zytokin-zu-Zytokin-Korrelationsanalyse unterteilte diese in drei Cluster und damit
Gruppen dhnlicher Eigenschaften, wobei sich alle vier der bestkorrelierenden Zytokine aus Abb. 10B —in
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Abb. 11 in Rot dargestellt —im dritten Cluster befanden. Eine Netzwerkanalyse der Transkriptionsfaktoren
(mit Linker-Genes) anhand der drei Cluster stellt die Ndhezentralitat als MaR fir die Distanz zu anderen
Punkten des Netzwerks und die Zwischenzentralitdt als MaR der Verbindung zwischen Elementen dar
[90]. In Cluster 1 ergeben sich zentrale Positionen fiir die Transkriptionsfaktoren NFkB1 und FOS, in
Cluster 2 ragen RELA und RELB aus dem Netzwerk, die Untereinheiten des Transkriptionsfaktors NFkB
bilden. Unter den Transkriptionsfaktoren des Clusters 3, der die mit den Immunzellen bestkorrelierenden
Zytokine enthalt, nehmen RELA, STAT3, CEBPB und REL zentrale Stellungen ein, wobei RELA und REL

wiederum Familienmitglieder der NFkB-Familie sind.
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Abb. 11: Zytokin-zu-Zytokin-Korrelationsanalysen identifizieren drei Zytokin-Cluster, die {iber verschiedene
Transkriptionsfaktor-Netzwerke gesteuert werden.

Dargestellt ist eine Zytokin-Zytokin-Korrelationsmatrix (Spearman-Korrelation) samtlicher im Multiplex-ELISA erhobenen
Zytokine der Wundflussigkeits-Proben des zweiten post-operativen Tages. Erganzend wurde eine hierarchische Clusteranalyse
der Zytokine durchgefiihrt (Pearson-Korrelation), anhand der das Zytokin-Panel in drei Cluster unterteilt wurde. Diese Cluster
wurden darauffolgend mit diversen Transkriptionsfaktoren korreliert und als Funktions-Interaktions-Netzwerk (mit Linker-
Genes) dargestellt.

bNGF, Nervenwachstumsfaktor 8; CCL, Chemokinligand; CEBPB, CCAAT-Enhancer-Bindungsprotein-8; CXCL, CXC-Ligand, Flt, Fms-
verwandte Tyrosinkinase; G-CSF, Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor; HGF, Hepatozyten-Wachstumsfaktor; IFN,
Interferon; IL, Interleukin; KITLG, Stammzellfaktor; LIF, leukdmiehemmender Faktor; NFkB, nukledrer Faktor ‘kappa-light-chain-
enhancer’ aktivierter B-Zellen;, PDGFB, Wachstumsfaktor B aus Thrombozyten; ra, Rezeptorantagonist; SCF, Stammzellfaktor;
SCGFb, Stammzellenwachstumsfaktor-8; STAT, Signaltransduktoren-und-Aktivatoren-der-Transkription; TNEF,
Tumornekrosefaktor; ~ TRAIL,  Tumornekrosefaktor-verwandter-Apoptose-induzierender-Ligand;  VEGF,  Gefdfsendothel-
Wachstumsfaktor; XCL, X-C-Motiv-Chemokinligand.

Transkriptionsfaktoren der NFkB-Familie und deren vorgeschaltete Signalwege gehdren zu den
wichtigsten Signalwegen der angeborenen und adaptiven Immunitat und regulieren, eng verschaltet mit

Transkriptionsfaktoren der STAT-Gruppe, Zellproliferation und Signaltransduktion in Inflammations-
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Zustanden infektiologischen und malignen Ursprungs [91]. Die Proteine RelA, RelB und c-Rel stellen
Teilproteine des Proteinkomplexes NFkB dar, ihre entsprechenden Gene werden als RELA, RELB und REL

bezeichnet [92].

Das CEBPB-Gen codiert den Transkriptionsfaktor CCAAT-Enhancer-Bindungsprotein-8, der in der
Adipozyten-Differenzierung, B-Zell-Lymphopoese, Granulopoese, in akuten Infektsituationen, der

Makrophagen-Polarisation und Regulation immunologisch relevanter Gene involviert ist [93-95].

Mitglieder der FOS-Familie bilden Teile eines groReren Transkriptionsfaktoren-Komplexes, der haufig am

Tumorprogress beteiligt ist, je nach Tumorentitat variiert jedoch die Funktion von FOS [96].

7.6. Die Gene-Set-Enrichment-Analysen von RNA-Sequenzierungsdaten in
Wundfliissigkeitszellen zeigen eine Aktivierung von Immunzellen unter Beteiligung von
NFkB-, JAK-STAT-, TGF-B- und Hypoxie-assoziierten Signalwegen nach IORT

Zur Darstellung der biologischen Konvergenz der Kohorten auf RNA-Ebene wurden die Proben unter
Verwendung der 100 am starksten differenziell exprimierten Gene einer Sample-to-Sample-Korrelation
unterzogen (Abb. 12A). Somit erfolgte im Rahmen dieser Sample-to-Sample-Korrelationsanalyse kein
direkter Vergleich der beiden Kohorten, sondern ein qualitativer Vergleich aller Proben beider Kohorten
untereinander. In der hierarchischen Clusteranalyse der Sample-to-Sample-Korrelationsanalyse ergaben
sich zwei Hauptgruppen, die die beiden Kohorten nur unscharf, aber doch tendenziell trennen konnten.
Eine Gruppe enthielt elf Kontrollpatientinnen und eine IORT-Patientin, die zweite Hauptgruppe alle
Gbrigen IORT- und neun Kontrollpatientinnen. Somit war keine eindeutige Separation der beiden
Kohorten moglich, eine tendenzielle Gruppierung war jedoch v.a. fir die IORT-Gruppe zu beobachten, da

sich diese mit einer Ausnahme einer Hauptgruppe zuordnen lieR.

Die nahere Differenzierung der Genexpressions-Unterschiede in den Wundflissigkeits-Leukozyten der
beiden Kohorten (IORT vs. Kontrolle) wurde anhand von GSEA auf Basis der MSigDB-Hallmarks-Sammlung
durchgefiihrt (Abb. 12B). Als Signifikanzniveau wurde ein g-Wert von 0,1 festgelegt. Fiir die IORT-Kohorte
zeigten sich als signifikant positiv angereicherte Gensets die Inflammatory-Response, der IL-6-JAK-STAT3-
Signalweg, der TNFa-Signalweg-via-NFkB, der TGF-B-Signalweg, der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg, der IL-2-
STAT5-Signalweg und das Komplementsystem, eine Gruppe mit Hypoxie und Signalwegen reaktiver

Sauerstoffspezies sowie p53, Proteinsekretion, der mTOR-Signalweg und Apoptose.

Um der Frage nachzugehen, welche Gensets in welchen Zellpopulationen vorrangig und verstarkt
assoziiert waren, wurden die RNA-Sequenzierungsdaten mit den zugehoérigen Immunzell-FACS-Daten
korreliert, GSEA-Untersuchungen auf Basis der MSigDB-Reactome-Sammlung durchgefiihrt und
abschlieRend Enrichment-Maps zur Visualisierung der Uberlappung der identifizierten Gensets
angefertigt (Abb. 13). Rot dargestellt sind positiv angereicherte Gensets, blau negativ angereicherte
Gensets. Die Populationen sind hierbei in der Gesamtheit aller Proben dargestellt und nicht nach

Kohorten aufgegliedert. Da die IORT-Gruppe fiir alle dargestellten Zellpopulationen signifikant erhdhte
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Zellzahlen zeigte, konnten angereicherte Gensets moglicherweise eher der IORT-Kohorte zuzuschreiben

sein — eine klare Zuordnung zu Kohorten ist jedoch anhand dieser Daten nicht moglich.
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Abb. 12: RNA-Sequenzierungsdaten zeigen in Immunzellen aus IORT-Wundfliissigkeiten eine Anreicherung von Gensets, die
mit NFkB, JAK-STAT- und TGF-B-Signalwegen assoziiert sind, sowie mit Hypoxie.

(A) Darstellung der Sample-to-Sample-Korrelation (nach Spearman) auf Basis der 100 starksten differenziell exprimierten Gene
sowie ihre hierarchische Clusteranalyse. (B) Gene-Set-Enrichment-Analysen (GSEA) der IORT- vs. Kontroll-Kohorte. Dargestellt ist
der nominelle Enrichment-Score (NES) gegen den FDR g-Wert. Gensets mit FDR < 0,1 sind gekennzeichnet. (C) Funktionelle
Interaktionsanalyse der Top-Gensets aus (B). Gezeigt sind funktionelle Interaktionsnetzwerke der Leading-Edge-Gene (ohne
Linker-Genes).

CEBPB, CCAAT-Enhancer-Binding-Protein 8; CCL, Chemokinligand; CD, Cluster-of-Differentiation ; FGFR, Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor; HIF, Hypoxieinduzierter Faktor; IL, Interleukin;, MAPK, Mitogen-aktivierte Proteinkinase; mTOR,
Mammalian-Target-of-Rapamycin; NFkB, Nuclear-Factor-k-Light-Chain-Enhancer-of-Activated-B-Cells; PRR, Pattern Recognition
Receptor; RTK, Rezeptortyrosinkinase; STAT, Signal Transducers and Activators of Transcription; TGF, transformierender
Wachstumsfaktorrezeptor; TNF, Tumornekrosefaktor.

Bei ndherer Betrachtung der einzelnen Zellgruppen aus Abb. 13 und der assoziierten Gensets zeigten sich
einige parallele Expressionsmuster, die auf die Funktion der einzelnen Zellgruppen in dieser speziellen
Situation im ehemaligen Wundbett mogliche Riickschliisse erlaubten. Folgend eine kurze Darstellung der

Expressionsmuster der jeweiligen Zellgruppen (Tab. 12):

Flr die Gesamtmonozyten (Abb. 13) wie auch fiir die Untergruppe der CD14* CD16° Monozyten fiel auf,
dass die Gensets fur Rezeptortyrosinkinasen (RTK), Fibroblasten-Wachstumsfaktor-Rezeptor (FGFR) und
den PRR stark angereichert waren. Ebenso die Gene des Proteasoms und Lysosoms, was mit Hinblick auf
die induzierten DNA- und Zellschiden nach Operation mit oder ohne IORT naheliegend war. Ahnliches
war fiir die Plattchenaktivierung anzunehmen, die nach einem chirurgischen Eingriff im Rahmen der

Wundheilung ebenfalls zu erwarten war.
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Abb. 13: IORT-Wundfliissigkeits-Leukozyten zeigen eine Anreicherung von inflammatorischen Gensets auf Transkriptom-
Ebene.

Enrichment-Maps der mit rekrutierten Immunzell-Populationen korrelierenden Transkriptom-Daten (GSEA auf Basis der MSigDB-
Reactome-Sammlung).

CD, Cluster-of-Differentiation; DC, Dendtitische Zelle; DNA, Desoxyribonukleinsédure; FGFR, Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor; mRNA, Messenger-Ribonukleinséure; p, plasmacytoid; PRR, Pattern-Recognition-Receptor; RTK, Rezeptortyrosinkinase;
TGF, transformierender Wachstumsfaktorrezeptor; TNF, Tumornekrosefaktor.

Die mit den B-Zellen korrelierenden Gensets (Abb. 13) deckten sich teilweise mit denen der Monozyten
und enthielten ebenfalls vorrangig Strukturen der Phagozytose, der Antigen-Prdasentation und des
Proteinabbaus. Eine weitere zentrale Stellung nahmen diverse Zelltodmechanismen wie Seneszenz und
Apoptose (deklariert als Death-Receptor-Signaling) ein, die sich gemeinsam mit den
Mustererkennungsrezeptoren (PRR) um Gensets des Proteasoms scharten. Passend hierzu zeigten sich
auch p53-assoziierte Gensets angereichert [97], ebenso wie DNA-Reparatur-Gensets. TNF-B und
Interferon-Signalwege waren ebenfalls angereichert. In Zusammenschau betrachtet zeigten sich fiir die
B-Zellen, dahnlich wie bei den Monozyten, viele Gensets mit Bezug zur Phagozytose und weniger Gensets
mit Bezug zur adaptiven Immunantwort, sodass vermutet werden kann, dass den B-Zellen in diesem

Zusammenhang vorrangig eine Antigen-prasentierende Funktion zukommt.

Die Eosinophilen zeigten als Vertreter der Granulozyten korrelierende Gensets der Phagozytose und
somit ihres vorrangigen Funktionsrepertoires auf: FGFR, FCy-Rezeptor-Signaling, Clathrin-mediierte

Endozytose und Neutrophilen-Degranulation (Abb. 13).
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Mit pDCs korrelierende Gensets waren nur wenige zu beobachten. Am ehesten liegt dies darin begriindet,
dass in einigen Proben keine pDCs detektierbar waren und dadurch die Korrelationsanalysen erschwert

wurden (Abb. 13).

Tab. 12: Angereicherte Gensets nach Immunzelltyp

Genset Anreicherung nach Zelltyp

FGFR-Signalwege Eosinophile Monozyten B-Zellen
Lysosom Eosinophile Monozyten B-Zellen
FCy-Rezeptor-Signalwege Eosinophile Monozyten
Semaphorin-Rho/ROCK-Signalwege Eosinophile Monozyten

MAPK-Signalwege Eosinophile Monozyten

RTK-Signalwege Monozyten B-Zellen
PRR-Signalwege Monozyten B-Zellen
Kernrezeptoren Monozyten B-Zellen
Inflammasom Monozyten B-Zellen
Todesliganden Monozyten B-Zellen
Proteasom Monozyten B-Zellen

In Zusammenschau weisen somit die Genexpressionsmuster der eingewanderten Immunzellen eine
Reihe angereicherter Gensets auf. Diese sind in basalen zellbiologischen und zellproliferativen
Vorgdngen, aber auch in zentralen immunologischen und immunregulatorischen Signalkaskaden

involviert und stehen vielfach in engem Zusammenhang mit Tumorentstehung und -kontrolle.
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Abb. 14: Detaildarstellung angereicherter Gensets.

Detaildarstellung der signifikant angereicherten Gensets der Genexpressions-Analyse aus Abb. 12B. Jeder schwarze senkrechte
Strich entspricht einem einzelnen zum jeweiligen Genset zugehdrigen Gen. Positiv korrelierende Gene finden sich im roten,
negativ-korrelierende Gene im blauen Bereich der X-Achse. Als MaR der Anreicherung ist der Enrichment Score auf der y-Achse
aufgetragen. Die Werte flir die Nominal Enrichment Score (NES) und die False Discovery Rate (FDR) als g-Wert sind jeweils tiber
den einzelnen Abbildungsabschnitten angefiihrt.

FDR, Falscherkennungsrate; IL, Interleukin; NES, Normierte Anreicherungsskala; STAT, Signal-Transducers-and-Activators-of-
Transcription; TGF, transformierender Wachstumsfaktorrezeptor; TNF, Tumornekrosefaktor.
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8. Diskussion

In dieser klinischen Begleitforschungsstudie wurden immunologische Folgen hochdosierter Bestrahlung
am Beispiel der IORT untersucht. In Blut- und Wundflissigkeitsproben brusterhaltend operierter
Patientinnen mit oder ohne IORT wurden zelluldre und humorale Analysen auf Protein- sowie RNA-Ebene
vorgenommen. Zur ndheren Betrachtung strahlenbiologischer Auswirkungen auf Normalgewebe wurden
erganzend In-vitro-Versuche zur Zelltod-Induktion nach Bestrahlung sowie zur Zytokin-Freisetzung

durchgefihrt, in denen unterschiedliche Zelltodformen nach Bestrahlung charakterisiert wurden.

Fiir die IORT-Kohorte zeigte sich am zweiten post-operativen Tag eine im Vergleich zur Kontrollgruppe
verstarkte Immunzell-Rekrutierung in die ehemalige Tumorloge, wobei die Einwanderung von
Monozyten, eosinophilen Granulozyten, B-Zellen und pDCs signifikant erhoht war (Abb. 8). Erstere beide
zeigten dabei in der IORT-Gruppe auch auf systemischer Ebene im peripheren Blut einen passageren
Anstieg in diesem Zeitfenster. Fiir die nach Bestrahlung verstarkt rekrutierten Subpopulationen konnten

dabei MIF und IL-3 als humorale Korrelate der Immunzell-Rekrutierung identifiziert werden (Abb. 10).

Zur naheren Betrachtung des Ursprungs dieser Zytokine erfolgten In-vitro-Versuche mit primaren
Mamma-Epithelzellen, Endothelzellen sowie Fibroblasten. Hierbei zeigten alle Zelltypen eine ausgepragte
Seneszenz-Antwort nach Bestrahlung, wahrend sowohl nekrotische als auch apoptotische Zelltod-
Phianomene eine sehr untergeordnete Rolle spielten. In der erganzenden Zytokin-Analyse stellten sich
primare Mamma-Epithelzellen als vorrangige Produzenten von MIF heraus, wobei bei einer Strahlendosis
von 4 Gy die maximale Zytokin-Freisetzung zu beobachten war. Bei hohen Bestrahlungsdosen von 20 Gy
wurden erhdhte MIF-Konzentrationen zusatzlich auch in Fibroblasten erkennbar. IL-3 schien im
Normalgewebe vorrangig von Epithel- und Endothelzellen produziert zu werden und eine verstarkte
Freisetzung trat bei 4-6 Gy und ca. 12 Gy auf (Abb. 10). Somit ist anzunehmen, dass nicht-maligne
Normalgewebszellen an der Immunzell-Rekrutierung nach Bestrahlung beteiligt sind und MIF und IL-3 als

wichtige Zytokine in der post-radiogenen Rekrutierung von Immunzellen fungieren.

Transkriptom-Analysen der Immunzellen in Wundflissigkeits-Proben des zweiten post-operativen Tages
zeigten fir die IORT-Kohorte angereicherte Gensets der inflammatorischen Immunantwort und jener
Signalwege, die eng mit den Transkriptionsfaktoren STAT und NFkB in Verbindung stehen (Abb. 13). In
Clusteranalysen war auf Transkriptionsebene keine definitive Separation der beiden Kohorten méglich,
eine Tendenz jedoch deutlich erkennbar (Abb. 12A), dhnlich zu den Clusteranalysen der Immunzell-

Populationen (Abb. 8l).

Zusammenfassend betrachtet deuten die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass die IORT-Bestrahlung
eine Immunzell-Rekrutierung ins Tumorbett hervorruft, die moglicherweise durch umliegende, nicht-
maligne Normalgewebszellen vermittelt wird und dass in den rekrutierten Immunzellen auf molekularer
Ebene vorrangig inflammatorische Gensets und basale zellregulatorische Prozesse, eng verkniipft mit den

Transkriptionsfaktoren NFkB und STAT3, angereichert werden.
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Abb. 15: Immunzell-Rekrutierung und immunologische Effekte nach Strahlentherapie

Nach brusterhaltender Operation mit Exzision des Tumors erfolgt im Rahmen der IORT eine Bestrahlung der ehemaligen
Tumorloge und damit etwaiger verbliebender Tumorreste mit 20 Gy. Durch Bestrahlung von Tumorgewebe kommt es zu
Uberwiegend nekrotischem Zelltod und somit zur Freisetzung von DAMPs, die eine Leukozyten-lnvasion ins Tumorbett

48




induzieren. Einen weiteren malgeblichen Beitrag zur Immunzell-Rekrutierung ins ehemalige Tumorbett leistet umliegendes,
nicht-malignes Normalgewebe, das auf Bestrahlung durch hohe Einzeldosen mit einer ausgepragten Seneszenz-Antwort und
Zytokinsekretion reagiert.

Durch die Gewinnung von WundflUssigkeit aus Wunddrainagen kann eine gezielte Analyse ihrer zelluldaren und humoralen
Bestandteile erfolgen. Hierbei zeigt sich nach IORT eine signifikante Einwanderung von Monozyten (vorrangig klassischen
Monozyten), eosinophilen Granulozyten, B-Zellen und pDCs ins ehemalige Tumorbett. Auf humoraler Ebene ergeben sich MIF
und IL-3 unter den fiihrenden Zytokinen in der Wundflissigkeit, die sich in Analysen auch hdochstkorrelierend mit den
eingewanderten Immunzell-Populationen zeigen. Ergdnzende In-vitro-Versuche zeigen, dass MIF und IL-3 durch nicht-malignes
Normalbrustgewebe nach Bestrahlung produziert werden.

Nach Einwanderung Antigen-prasentierender Zellen in die ehemalige Tumorloge kommt es zu deren Differenzierung und Reifung
in Makrophagen und DCs, zur Aufnahme und Prozessierung der Antigene nekrotischer Zellen und nach Riickkehr in den
Lymphknoten zur Antigenkreuzprasentation und einem konsekutiven T-Zell-Priming. Diese wiederum konnen durch diese
Stimulation und Proliferation nach ihrer Riickkehr in die Blutbahn zur systemischen Anti-Tumor-Immunantwort beitragen.
DAMP, Damage-associated-Molecular-Patterns; I0RT, intra-operative Strahlentherapie; Gy, Gray; pDC, plasmazytoide
dendritische Zelle.

8.1. Eine Vergleichbarkeit der Patientenkohorten ist im Wesentlichen gegeben

Grundlegend fiir die Interpretation einer Studie ist eine angemessene Vergleichbarkeit der Kohorten.
Zusammenfassend betrachtet ergeben sich in den Kriterien Alter, T- und R-Status sowie in der
Tumorgraduierung signifikante Unterschiede, was die Vergleichbarkeit der beiden Kohorten auf den

ersten Blick in Frage stellt.

An dieser Stelle ist eine Erlduterung der klinischen Umstdnde notwendig, die das Design der Studie
wesentlich pragten. Die vorliegende Studie wurde als klinische Begleitforschungsstudie konzipiert, um die
Immuneffekte der IORT auf lokaler und systemischer Ebene zu beobachten. Die Indikation der IORT
wurde unabhangig von einem moglichen spateren Studieneinschluss fiir jede Patientin individuell gestellt

und ist somit nicht randomisiert verteilt worden.

Im klinischen Alltag wird besonders dlteren Patientinnen niedriger Tumorstadien eine IORT angeboten,
da durch eine sogenannte Accelerated Partial Breast Irradiation die Therapiezeit durch den Entfall der
mehrwochigen  adjuvanten  Bestrahlung  wesentlich  verkirzt  wird. Diese  akzelerierte
Behandlungsmethode ist je nach Leitlinie und Studie unter anderem an ein Alter von meist mehr als
50 Jahren und ein niedriges Tumorstadium geknipft [98, 99], weswegen viele Patientinnen der hier
angefiihrten Kontrollgruppe die Kriterien fiir eine IORT nicht erflllt hatten. Die hohere Anzahl R1-
resizierter Tumoren in der Kontrollgruppe konnte mit den hoheren T-Stadien dieser Kohorte

zusammenhangen, da grolRe Tumoren die Operation nicht selten erschweren.

Um immunologische Auswirkungen einer IORT zu untersuchen, sind Tumorentitdten mit ausreichender
Inzidenz, gutem Zugang zum bestrahlten Organ und moglichst wenigen umgebenden Storfaktoren
(ausgedehnte Operationen, regelhaft eingesetzte und daher meist individuell differierende Dauer- oder
Einzelfallmedikation, Transfusion von Blutbestandteilen, Intensivtherapien oder neoadjuvante
Systemtherapien) vonnéten. Unter den Tumorentitaten, die fiir eine IORT infrage kommen, bietet sich
somit die Brust als oberflachlich zugangliches Organ an. Ein weiterer Vorteil hiervon ist, dass
Mammakarzinom-Patientinnen haufig in mittlerem Alter erkranken und daher in der Regel weniger
internistische Vorerkrankungen aufweisen als Patient*innen anderer Tumorentitdten und hoheren

Alters. Dies bedeutet in der Regel weniger Dauermedikation und ein geringeres Risiko auf intra-operative
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Komplikationen mit gegebenenfalls notwendigen zusatzlichen Therapien oder sogar post-operativen
Intensivaufenthalten, die immunologische Vorgidnge und somit die Studienergebnisse beeinflussen

konnten.

Ein weiterer Faktor, dem aufgrund einer potenziellen Limitierung der Aussagekraft der Studie
Aufmerksamkeit zukommen muss, ist der Unterschied des Durchschnittsalters der Patientinnen. Dass vor
allem das adaptive Immunsystem &lterer und insbesondere geriatrischer Patient*innen eine
bemerkenswert schwachere Immunantwort und eine verringerte Absolutzahl diverser Immunzelltypen
aufweist, manifestiert sich beispielsweise in einer haufig gesteigerten Infektanfalligkeit oder in einer
reduzierten Effektivitdat von Impfungen [100]. Andererseits bestehen bei geriatrischen Patient*innen
haufig chronische sterile Niedrig-Inflammationszustande, die als sogenanntes Inflammaging bezeichnet
werden [100]. Zusammenfassend betrachtet wiirde aus den genannten Immunphdanomenen alterer
Menschen in Bezug auf die vorliegende Studie resultieren, dass in der IORT-Kohorte mit hoherem
Altersdurchschnitt eher abgeschwachte Immuneffekte zu erwarten waren. Weil sich aber in der IORT-
Kohorte gegenliber der Kontrollgruppe signifikant gesteigerte Immuneffekte zeigen, ist davon
auszugehen, dass die tatsachlichen Immuneffekte, wie sie womoglich in jingeren Menschen auftreten

wiirden, in dieser Studie tendenziell eher unterschatzt werden.

In Zusammenschau sind damit im Vergleich der Kohorten zwar Unterschiede festzustellen, angesichts der
Fragestellung und der klinischen Umstande ist eine Vergleichbarkeit der Kohorten jedoch durchaus

gegeben.

8.2. IORT induziert die Einwanderung distinkter Inmunzell-Populationen mit Antigen-
prasentierenden Fahigkeiten ins Wundbett

Am zweiten Tag nach Operation zeigte sich fir die IORT-Kohorte eine signifikant erhéhte Rekrutierung
von Monozyten, insbesondere klassischen Monozyten, eosinophilen Granulozyten, B-Zellen und pDCs ins
Wundbett, fir Monozyten und Eosinophile war transient auch ein Anstieg auf systemischer Ebene im

peripheren Blut zu beobachten (Abb. 8, 9).

Aus Vorarbeiten ist bekannt, dass Bestrahlung von Mammakarzinom-Zellen mit hohen Dosen (20 Gy) im
Vergleich zu niedrigeren Bestrahlungsdosen zu den héchsten Raten an Nekrose, Apoptose und Seneszenz
flhrte [38]. Im Rahmen eines nekrotischen Zelltodes von Tumorzellen kommt es zur Freisetzung von
DAMPs, wie beispielsweise Nukleotiden, die konsekutiv zur Rekrutierung, Differenzierung und Reifung
von APCs mit konsekutivem T-Cell-Priming fiihren [21, 34, 38]. Parallel dazu zeigen endotheliale Zellen
nach Zugabe von Uberstinden bestrahlter Tumorzellen einen Expressionsanstieg von

Adhasionsmolekiilen, die an der Diapedese von Immunzellen beteiligt sind [34].

Diese Ergebnisse aus Voruntersuchungen stammen aus In-vitro- und In-vivo-Modellen der Maus und
flgen sich gut in das mittlerweile mehrfach publizierte Konzept der In-situ-Vakzinierung von Krebs ein,
die beispielsweise durch Bestrahlung maligner Zellen hervorgerufen werden kann [10, 15, 34, 70]. Die

vorliegende Studie bietet die Moglichkeit, einen Teil dieser Abldaufe im klinischen Modell ndher zu
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betrachten. Ein wichtiger Unterschied zu den vorherigen Untersuchungen ist, dass im murinen und im In-
vitro-Modell Tumoren oder Tumorzellen bestrahlt wurden [34, 38], wahrend im Falle einer post-
operativen IORT das in der Regel vorrangig benigne Umgebungsgewebe der ehemaligen Tumorloge und
wenn (berhaupt nur vereinzelt Tumorgewebe bestrahlt wird, da der Tumor bis auf etwaige

mikroskopische Reste oder verstreute Tumorzellen bereits chirurgisch entfernt wurde.

Ein Blick auf die Publikationen der eigenen Arbeitsgruppe und der Vergleich der post-radiogen
rekrutierten Zellen zwischen murinem und humanem Modell zeigt, dass die Rekrutierung von Ly6C"
Monozyten im murinen Modell [34] bzw. von klassischen Monozyten in der vorliegenden klinischen
Studie (d.h. im humanen Modell) nach Bestrahlung eine Gemeinsamkeit darstellt. Diese beiden
Monozyten-Populationen entsprechen einander - speziesiibergreifend gesehen - weitgehend [81].
Andere sich speziesiibergreifend entsprechende Monozyten-Subpopulationen hingegen wiesen in beiden

Untersuchungen keine signifikante Rekrutierung auf [34].

In der Studie von Krombach et al. ist eine signifikante Rekrutierung neutrophiler Granulozyten im
Airpouch-Modell der Maus zu verzeichnen [34], in der vorliegenden klinischen Studie hingegen zeigte sich
eine Invasion von eosinophilen Granulozyten ins ehemalige Tumorbett (Abb. 8C, D). Eosinophile und
Monozyten zeigten in der vorliegenden Studie parallel zum lokalen einen transienten systemischen
Anstieg im peripheren Blut (Abb. 8D, F, 9A), der sich flir andere Subgruppen nicht abzeichnete. Dies wirft
die Frage nach dem zugrundeliegenden Rekrutierungsmuster auf, welches im Folgekapitel naher

diskutiert wird.

Bei nadherer Betrachtung der post-radiogen rekrutierten Immunzellen stellt sich die Frage, welche
Funktionen diese Zellen im ehemaligen Tumorbett einnehmen. Die GSEA der Immunzellen (Abb. 12B, 13)
erlauben an dieser Stelle eine ndhere Beobachtung ihrer transkriptomischen Profile und geben damit

Hinweise auf mogliche funktionale Implikationen:

Eosinophile Granulozyten sind vorrangig aus der Parasitenabwehr bekannt [74, 75] und in den letzten
Jahren als prognostische Marker ins Licht gerlickt, insbesondere im Zusammenhang mit Immuntherapien
[101]. Wahrend sich ihre intra-tumorale Nachweisbarkeit fiir Kopf-Hals-Tumore, gastrointestinale
Tumore, pulmonale Adenokarzinome, Blasen-, Prostatakarzinome und fortgeschrittene Peniskarzinome
als eher vorteilhaft im Hinblick auf die Prognose herausstellte, ergaben sich fiir Cervixkarzinome, gewisse
Hodgkin-Lymphome und Plattenepithelkarzinome unvorteilhafte Prognosen [75-80]. Fir das maligne
Melanom erwies sich eine Eosinophilie im peripheren Blut vor bzw. wahrend der Immuncheckpoint-
Therapie als vorteilhaft fiir das Therapieansprechen sowie fiir die Uberlebenszeit [101]. Auch Rosner et
al. konnten zeigen, dass eosinophile Granulozyten zu den positiv pradiktiven hamatologischen

Parametern einer Kombinationstherapie aus Nivolumab und Ipilimumab gehdrten [102].

Carretero et al. zeigten im Mausmodell, dass eine Tumor-Eosinophilie zu einer besseren Tumorkontrolle
flhrte, da durch bestimmte Zytokinmuster inflammatorische Zustiande sowie eine CD8* T-Zell-Infiltration

beglinstigt wurden und eine Makrophagen-Polarisation in Richtung pro-inflammatorischer M1-
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Makrophagen hervorgerufen wurde, wahrend sich die Anzahl an T.g verminderte und sich die
TumorgefaBstruktur teilweise normalisierte [74]. GefadRalterationen durch eosinophile Sekretion wurden
als eine mogliche Reaktion auf intra-tumorale Hypoxie wahrend des Wachstums diskutiert [103]. In ihrer
Funktion als Antigen-prasentierende Phagozyten wurde gezeigt, dass Eosinophile via MHC-Il Antigen-
spezifische T-Zellen aktivieren und deren Proliferation induzieren kdnnen [104-106]. In Anwesenheit von
CpG-Oligonukleotiden zeigten sich Eosinophile an der Reifung von DCs und somit moéglicherweise an der
Immunmodulation beteiligt [107]. Die Interaktion mit DAMPs (insbesondere HMGB-1), die
chemotaktische Mobilisation Eosinophiler zu nekrotischen Arealen hin sowie Beitrage der Eosinophilen
zur Gewebereparatur mittels Degranulation und Sekretion von Wachstumsfaktoren ist mehrfach
beschrieben [80, 108]. In Zusammenschau ergeben sich somit multiple Hinweise auf eine mogliche
tumorimmunologische Bedeutung eosinophiler Granulozyten. Aufgrund teilweise widerspriichlicher

Ergebnisse bleiben aktuell dennoch viele Fragen um ihre Funktion offen [106].

Bei ndherer Betrachtung der GSEA der mit den Zahlen von rekrutierten Eosinophilen korrelierenden Gene
zeigten sich Gensets der Antigen-Erkennung (wie der FCy-Rezeptor), der Endozytose, lysosomaler
Vorgange und der Degranulation angereichert (Abb. 13). Rezeptoren wie beispielsweise der FCy-Rezeptor
sind wesentlich an der Vermittlung der Phagozytose von Antigenen beteiligt, die zuvor durch Antikérper
opsonisiert wurden [109]. Nach dem Umfassen des Antigen-Materials wird dieses in Form eines
Phagosoms in die Zelle aufgenommen und verschmilzt mit Endosomen und Lysosomen zu einem
Phagolysosom, in dem das phagozytierte Material schlieRlich abgebaut wird [110]. Eosinophile scheinen
im Kontext der vorliegenden Studie somit wesentlich in der professionellen Phagozytose und Antigen-

Prasentation involviert zu sein, wie anhand der korrelierenden Genexpressions-Muster ersichtlich wird.

Des Weiteren fallt in der GSEA der mit Eosinophilen-Rekrutierung korrelierenden Gene der angereicherte
Semaphorin-Signalweg auf, der ein Hinweis auf die Involvierung Eosinophiler in der Immunzell-
Rekrutierung sein konnte (Abb. 13C). Semaphorine sind eine Gruppe regulatorischer Proteine in der
innaten und zelluldren Immunitat und werden haufig in entziindlich verdnderten Zellen gefunden, wie
beispielsweise im Rahmen von Autoimmunerkrankungen oder Krebs [111]. lhre genaue Rolle in
tumoralen Inflammationszustdanden ist noch nicht definitiv geklart [111], dennoch gibt es Hinweise auf
eine Akkumulation von M1-Makrophagen und zytotoxischen T-Zellen in Tumoren bei Uberexpression des
Semaphorintyps SEMA3A  [112]. Da  M1-Makrophagen mittels pro-inflammatorischer
Zytokinausschiittung eher anti-tumoral wirken, kdnnen Semaphorine auf diesem Weg zumindest anti-

tumorale Wirkungen unterstiitzen [112, 113].

Das Dendrogramm aus Abb. 8B stellt Korrelationen der Immunzell-Rekrutierung dar und zeigt Eosinophile
als die den Monozyten dhnlichste Gruppe. Mit Blick auf die eben genannten Publikationsergebnisse
hinsichtlich einer moglichen Involvierung eosinophiler Granulozyten in tumorimmunologischen
Prozessen und ihrer moglichen Funktion als APCs [114] erscheint diese Verwandtschaft im

Rekrutierungsmuster naheliegend. Die Ahnlichkeit der beiden Subpopulationen wird zudem bei
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Betrachtung der GSEA der mit der Monozyten-Rekrutierung korrelierenden Gene unterstrichen, da diese
einige liberlappende angereicherte Gensets aufweisen wie beispielsweise den Semaphorin-Signalweg,

den FCy-Rezeptor- und FGFR-Signalweg (Abb. 13).

Monozyten werden im Falle eines Gewebsschadens durch inflammatorische oder infektiose Prozesse
mittels pro-inflammatorischer Zytokine systemisch aus dem Knochenmark oder aus der Milz, ihrem
Reservoir-Ort, rekrutiert und durch Hochregulation lokaler endothelialer Adhasionsmolekiile zum Ort des
Gewebsuntergangs dirigiert [81]. Nach Aktivierung differenzieren sie zu Makrophagen oder DCs und
nehmen als solche Antigene auf, die in lymphatischen Geweben T-Zellen kreuzprasentiert werden [21,
81]. Je nach Stimulus variiert die weitere Polarisierung: In Gegenwart von IFN-y und Lipopolysaccheriden
erfolgt die Polarisation eher zu M1-Makrophagen, die lber pro-inflammatorische Zytokine, den IFN-y-
Rezeptor und Folgesignalwege, wie NFkB, AP-1 und STAT1, aktivieren und zu einer effizienten MHC-II-
Prasentation und damit einerseits einer anti-infektiven sowie andererseits einer Tumor-inhibitorischen
Antwort fiihren [113]. IL-4, IL-13 und IL-33 hingegen polarisieren zu M2-Makrophagen, welche vorrangig
Uber STAT3 und STAT6 wirken und neben der Kontrolle von Parasitosen anti-inflammatorische und
immunregulatorische Prozesse sowie Gewebs- und GefaRerneuerung und damit eher die
Tumorprogression fordern [113]. Auch wenn die Polarisierung der Makrophagen in der vorliegenden
Studie nicht untersucht ist, wirft die Verbindung zwischen M1-Makrophagen und NFkB angesichts der
zentralen Rolle von NFkB in den vorliegenden Daten Fragen Giber mogliche Zusammenhange auf. Nahere

Zusammenhangen diesbezliglich konnen jedoch anhand der vorliegenden Daten nicht bestatigt werden.

In der GSEA der mit Monozyten-Rekrutierung korrelierenden Gene zeigten sich neben funktionellen
Gensets (Proteasom, Plattchenaktivierung, Autophagie, endosomale Prozesse, Lysosom, Vesikulogenese)
viele immunregulatorische Gensets und Transkriptionsfaktoren, wie das Inflammasom, Kernrezeptoren,

Todesliganden, MAPK-, Semaphorin-, RTK- und PRR-Signalwege angereichert (Abb. 13).

Monozyten und manche Typen der DCs entstammen einer gemeinsamen myeloiden Vorlauferzelle [115].
Gemeinsam gehdren sie zu den APCs, wobei DCs wesentlich effizienter Antigene prasentieren [115].
Insbesondere die Gruppe der pDCs gehort zu den Hauptproduzenten von Typ-I-Interferonen und kann in

vitro ein T-Cell-Priming zur systemischen Tumorkontrolle vermitteln [116].

Im Vergleich zu den GSEA-Netzwerken von Monozyten und Eosinophilen hat das Netzwerk der pDCs kaum
Gensets aufzuweisen, die meisten sind zudem signifikant reduziert (Abb. 13). Dies kdnnte methodisch
bedingt sein, da pDCs mit deutlich unter einem Prozent nur einen sehr geringen Anteil der peripheren
Blutleukozyten ausmachen [117]. Aullerdem gab es in der vorliegenden Studie viele Proben, in denen
keinerlei pDCs gefunden wurden (Abb. 8G). Dies erschwert die Korrelationsanalysen und limitiert damit
ihre Aussagekraft. Ein weiterer Erklarungsansatz konnte ein divergierendes Rekrutierungs- und
Aktivierungsmuster zu den anderen ins Tumorbett rekrutierten Zellgruppen sein. Hinweise hierfiir bietet
das Dendrogramm in Abb. 8B, das pDCs hierarchisch als abweichendste Zellgruppe bezogen auf das

Immunzell-Rekrutierungsmuster darstellt. Diese Stellung spiegelt sich auch in der Top-5-
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Korrelationsanalyse zwischen Zytokinen und Immunzellen wider, in denen sich das filihrende
Zytokinmuster der pDCs von denen der anderen Zellgruppen deutlich unterscheidet, wahrend sich die

Ubrigen Gruppen untereinander dhneln (Abb. 10B).

Neben Monozyten, Eosinophilen und pDCs zeigten auch B-Zellen eine signifikant gesteigerte Invasion in
die ehemalige Tumorloge nach IORT (Abb. 9B). B-Zellen sind weitldufig als Hauptverantwortliche der
adaptiven Immunantwort und des immunologischen Gedachtnisses bekannt, ihre Funktionen reichen
aber weit lGber diese Gebiete hinaus [118, 119]. So sind sie beispielsweise mafigeblich an immun-
regulativen Prozessen und damit auch an der Genese von Autoimmunkrankheiten beteiligt und kénnen
als APCs v.a. reaktiv auf mikrobielle Stimuli eine starke T-Zell-Antwort hervorrufen (sowohl von CD4* als
auch von CD8* T-Zellen) [120], diese aber, wie im Falle von regulatorischen B-Zellen, auch dampfen und
somit eine Immuntoleranz gegeniber Karzinomen beglinstigen [119]. Tumorzellen kdnnen jedoch auch
selbst Gber diverse Zytokine und Metaboliten mit B-Zellen interagieren. [119] Zu Orten der Inflammation

gelangen B-Zellen Giber Chemokine [118, 120].

Zusammenfassend betrachtet ist es somit nicht verwunderlich, dass das angereicherte Genrepertoire der
B-Zellen dem der Eosinophilen, vor allem aber dem der Monozyten sehr stark dhnelt. Anhand der
Parallelen in der GSEA ist somit anzunehmen, dass B-Zellen nach IORT rekrutiert werden und
moglicherweise als APCs fungieren. Angesichts der B-Zell-Funktion der Antikorper-Produktion waren
Hinweise auf gesteigerte Genexpressionsmuster der Proteinsynthese in der GSEA zu erwarten. Da die
untersuchten Proben jedoch am zweiten post-operativen Tag entnommen wurden, ist anzunehmen, dass

zu diesem friihen Zeitpunkt noch keine sichtbaren Mengen an Immunglobulinen produziert wurden.

8.3. Die Seneszenz-Induktion und Zytokin-Produktion im Normalgewebe stellen
potenzielle Mechanismen fiir die Inmunzellrekrutierung nach IORT dar

Ein wesentlicher Schritt im Rahmen der immunologischen Kontrolle ist die Zuganglichkeit eines zu
kontrollierenden Areals fiir Immunzellen. Die Kommunikation zwischen geschadigtem Gewebe,
Botenstoffen, Gefallstrukturen und Immunzellen ist hier von wesentlicher Bedeutung [59]. Eine
Strahlentherapie hat zum Ziel, entweder vor der Operation das Tumorgewebe selbst (wie im Rahmen
einer neoadjuvanten Bestrahlung) oder nach einer Operation umliegendes Gewebe des ehemaligen
Tumorbetts mit etwaig verbliebenen Tumorresten (adjuvante Bestrahlung) ionisierender Strahlung und
damit Zellstress auszusetzen, um maligne Zellen zu eliminieren [1, 3] . Da sich im Falle einer IORT nach
brusterhaltender Operation in der Regel allenfalls mikroskopische Tumorreste oder vereinzelte gestreute
Tumorzellen im umliegenden Tumorbett befinden und Uberwiegend nicht-malignes Normalgewebe
bestrahlt wird, stellt sich die Frage, welche Zellen und Botenstoffe primar an der Rekrutierung der

Immunzellen beteiligt sind.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen an stellvertretenden Zelltypen
des Normalgewebes in vitro — Brustepithelzellen (HMECs), Fibroblasten (NHDF-ADs) und Endothelzellen

der Nabelschnur (HUVECs) — zeigten, dass bei gut erhaltener Viabilitat mehr als die Halfte der Zellen mit
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einer Seneszenz-Antwort auf Bestrahlung reagieren (Abb. 10A). Seneszenz ist charakterisiert durch einen
Zustand erhaltenen, wenn auch veranderten, Metabolismus’ unter Zellzyklusarrest [21, 85]. Damit sind
seneszente Zellen zwar nicht mehr proliferativ, durch ihre Zytokinsekretion — den sogenannten SASP —

sind sie jedoch sehr wohl in grundlegende Zellkommunikations-Abldufe eingebunden [85].

In den vorliegenden Untersuchungen zeigten sich MIF und IL-3 in der Wundflissigkeit der IORT-Kohorte
am zweiten post-operativen Tag signifikant erhéht (Abb. 10C) und unter den fiinf flihrenden Zytokinen in
Korrelation mit den nach IORT eingewanderten Immunzellen (Abb. 10B). Analog dazu ergab sich im In-
vitro-Zellmodell ein signifikanter, dosisabhangiger Verlauf der MIF-Produktion durch Brustepithelzellen,
der biphasisch verlief und Maxima bei 4 Gy und 20 Gy aufwies (Abb. 10D). Ahnlich dazu zeigten
Fibroblasten bei einem wesentlich niedrigerem Zytokin-Niveau Peaks bei 2 Gy und 20 Gy (Abb. 10D).
Brustepithelzellen konnten somit, gefolgt von Fibroblasten, plausible Kandidaten fiir die in den klinischen
Proben beobachtete Produktion von MIF zu sein. Passend dazu zeichnete sich in vitro die Produktion von
IL-3 reaktiv auf Bestrahlung ab, vorrangig bei Endothel- und Mamma-Epithelzellen mit Maxima bei 4-6 Gy
und ca. 12 Gy. Erwdhnenswert ist an dieser Stelle, dass die Ausprdagung des SASP im Detail von Zelltyp
und Art des Zellschadens abhangt sich dieser liber eine bestimmte Zeit entwickelt [85]. So dauert es bis
zum Wachstumsstopp von Zellen nach Schadensinduktion etwa 24 Stunden und bis zur Ausbildung eines
vollstandigen SASP in vitro mindestens flnf Tage [85]. In der vorliegenden Studie wurden die Zytokin-
Analysen mittels ELISA am zweiten Tag nach Bestrahlung vorgenommen. Damit ist anzunehmen, dass zu

diesem Zeitpunkt der SASP noch nicht vollstdandig ausgebildet war.

In Zusammenschau der vorliegenden Daten kdnnte somit vermutet werden, dass relevant erhohte
Zytokine in der Wundfllissigkeit aus dem umliegenden, nicht-malignen bestrahlten Brustgewebe
stammen und dass somit nicht-malignes Brustgewebe dosisabhdngig und nach Bestrahlung
— insbesondere mit hohen Einzeldosen —auf humoraler Ebene wesentlich an der Immunzell-Rekrutierung
beteiligt sein kdnnte. In diesem Zusammenhang treten u.a. die Zytokine MIF und IL-3 in den Vordergrund.
Die Dosisabhangigkeit der Zytokin-Produktion ist insofern von Bedeutung, als im Rahmen einer IORT die
maximale Strahlendosis nur das unmittelbar die ehemalige Tumorloge umgebende Gewebe erreicht,
wahrend die Dosis im Applikator-ferneren Gewebe bereits nach wenigen Millimetern steil abfallt, was
bedeutet, dass durch die Dosisverteilung im umliegenden nicht-malignen Brustgewebe alle
Strahlendosen unterhalb der Maximaldosis vertreten sind [5]. Eine Limitation der vorliegenden Studie
war in diesem Zusammenhang sicherlich, dass das Normalgewebe mittels In-vitro-Versuchen untersucht
wurde, wodurch die abfallenden Strahlendosen im Normalgewebe nur stufenweise abgebildet wurden

und samtliche Zell-Zell-Interaktionen in einem Gewebe nicht berlcksichtigt werden konnten.

Mit Blick auf die beteiligten Zytokine stellt sich die Frage nach dem Rekrutierungsmuster. Nach IORT
zeigten sich MIF und IL-3 in der WundflUssigkeit am zweiten Tag nach IORT erhoht, HGF und IL-1ra
tendenziell, aber statistisch nicht signifikant erhéht (Abb. 10C). Alle vier genannten Zytokine zeigten sich

unter den Top-5-Korrelationsanalysen zwischen zellularer und humoraler Ebene fithrend (Abb. 10B).
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Auf zelluldrer Ebene zeigten nach IORT Gesamt-Monozyten und v.a. klassische Monozyten, Eosinophile,
B-Zellen und pDCs eine signifikant gesteigerte Rekrutierung ins ehemalige Tumorbett, wobei Monozyten
und Eosinophile auch einen parallelen transienten systemischen Anstieg im peripheren Blut aufwiesen
(Abb. 8). Ein Blick auf das Dendrogramm (Abb. 8B) und damit auf eine Abbildung &ahnlicher
Rekrutierungsmuster zeigt, dass Eosinophile und Monozyten diesbeziiglich den hochsten
Verwandtschaftsgrad der vier eingewanderten Zellgruppen bilden. Angesichts der Ergebnisse des
Dendrogramms und der Gemeinsamkeit des passageren systemischen Anstieges stellt sich die Frage, ob

ein gemeinsamer Mediator fiir diese systemische Rekrutierung verantwortlich sein konnte.

Aus der Literatur ist bekannt, dass MIF eine wesentliche Rolle in der Leukozyten-Rekrutierung zukommt
[86]. Diese Funktion der Immunzell-Rekrutierung basiert nicht zuletzt auf einer Regulation von
Zelladhasionsmolekiilen wie ICAM-1 und VCAM-1, deren MIF-induzierte Expression (Uber
Transkriptionsfaktoren wie NFkB und die PI3K vermittelt wird [86, 121, 122]. Uberdies ist MIF in akuten
und chronischen Inflammations-Zustanden (Sepsis, Rheumatoide Arthritis, Atherosklerose) sowie in
Angiogenese-Prozessen involviert, welche wiederum lber Zelladhasions-Molekiile, Hypoxie-Signale und
Signalkaskaden, wie jene der MAPK und PI3K, gesteuert werden [122, 123]. MIF wird u.a. durch DAMPs

stimuliert und induziert wiederum die Ausschiittung pro-inflammatorischer Zytokine [123].

IL-3 ist in der Proliferation hamatopoetischer Stammzellen und der Produktion von Typ-I-Interferonen
involviert, neben GM-CSF und anderen Zytokinen fiihrt es zudem zur Aktivierung von Eosinophilen [88,
124]. Im Mausmodell ist IL-3 maRgeblich an inflammatorischen bis hin zu lebensbedrohlichen septischen
Zustandsbildern beteiligt [125]. Neben der Induktion weiterer pro-inflammatorischer Zytokine bis hin zur
Auslésung eines Zytokinsturms zeigen sich im Mausmodell bereits einen Tag nach der Schaffung eines
Inflammationsherdes eine Monozytose und Neutrophilie sowie ein Anstieg an myeloiden Vorlauferzellen,
der bei IL-3-Knock-out-Mausen ausbleibt [125]. IL-3 ist des Weiteren an der Aktivierung von pDCs
beteiligt, die durchflusszytometrisch auch Uber den hoch exprimierten IL-3-Rezeptor-a (CD123)
gekennzeichnet sind [73, 88, 126]. Zusammenfassend betrachtet ist IL-3 ein zentrales Zytokin in der
Differenzierung von Monozyten und Granulozyten aus myeloiden Vorldauferzellen, welches durch eine
rasche myeloide Rekrutierung den passageren systemischen Anstieg von Monozyten und Eosinophilen
erklaren kénnte. Auf lokaler Ebene kénnte es die Rekrutierung bzw. Aktivierung von pDCs induzieren. MIF

kénnte — moglicherweise gemeinsam mit IL-3 —an der lokalen Rekrutierung von Monozyten beteiligt sein.

MIF und IL-3 erscheinen somit als plausible Kandidaten, die die in der vorliegenden Studie beobachtete
Immunzell-Rekrutierung vermitteln kénnten. Wie in den vorliegenden Zellkultur-Versuchen ersichtlich
wurde, kdnnten sie aus dem bestrahlten Normalbrustgewebe zu stammen. Passend zu den genannten
Daten aus der Literatur zeigte sich MIF unter den bestkorrelierenden Zytokinen mit den ins ehemalige
Tumorbett eingewanderten Immunzellen und das transkriptomische Profil der Immunzellen nach IORT
zeigte klare Signaturen des Transkriptionsfaktors NFkB und weiterer pro-inflammatorischer

Signalkaskaden, wie PI3K (Abb. 13). Die Korrelationsanalyse von Zytokinen und Transkriptom zeigte
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parallel dazu in allen Clustern Mitglieder der NFkB-Familie als Komponenten hdchster Nahe- und
Zwischenzentralitat (Abb. 11). Zusammenfassend betrachtet erscheinen die vorliegenden Daten der
Beobachtungsstudie zur Immunzell-Rekrutierung somit plausibel und auch in Zusammenschau mit der
Literatur stimmig. Dennoch ist es wichtig zu bedenken, dass die exakten Rekrutierungsabldaufe im
humanen Gewebe anhand dieser Untersuchungen nicht kausal eruierbar sind, da die inter-zellularen
Kommunikationsablaufe in Geweben und gewebedhnlichen Zellverbanden in dieser Studie nicht
berilicksichtigt und dargestellt werden konnten. Hierzu werden weitere In-vitro- und In-vivo-

Untersuchungen vonnéten sein.

Eine weitere wichtige Fragestellung in der Mobilisierung von Immunzellen aus dem systemischen
Blutkreislauf ist die Passage der GefaBwand und damit die Aktivierung von Endothelzellen, die einen
Austritt aus dem Blutkreislauf ins geschadigte Gewebe erlauben [59]. Bei Betrachtung der In-vitro-
Versuche mit Bestrahlung des nicht-malignen Normal-Brustgewebes fallt auf, dass sich die Endothelzellen
analog zu Mamma-Epithelzellen und Fibroblasten verhalten und starke Seneszenz-Antwort bei kaum
verminderter Viabilitat aufweisen (Abb. 10A). Zudem scheinen sie maRgeblich an der IL-3-Produktion
beteiligt zu sein (Abb. 10D). Aus Voruntersuchungen ist bekannt, dass Endothelzellen mit einer Zytokin-
Produktion und Hochregulation von Adh&sionsmolekiilen auf die Inkubation mit Uberstanden bestrahlter
Tumorzellen reagieren und dies im Bereich hoherer Strahlendosen das groRte Ausmald zeigt [34]. Weitere
Untersuchungen von Endothelzellen und ihrem Verhalten nach Bestrahlung mit unterschiedlichen
Strahlendosen konnten hier weitere Erklarungen fiir mogliche Rekrutierungsmechanismen von

Immunzellen geben.

8.4. IORT aktiviert inflammatorische Gensets in den rekrutierten Immunzellen

Auf zelluldrer Ebene ergaben sich in der hierarchischen Clusteranalyse der Immunzell-Populationen enge
Verwandtschaftsgrade zwischen Monozyten, eosinophilen Granulozyten und B-Zellen, wahrend sich die
Gruppe der pDCs etwas abgrenzte (Abb. 8B). Dieser Bezug war auch auf Transkriptionsebene zu
beobachten: Transkriptomische Muster, die mit der Zahl rekrutierter Monozyten, Eosinophiler und B-
Zellen korrelierten, zeichneten sich vorwiegend durch angereicherte Motive von Antigen-Prasentation
und konsekutiver pro-inflammatorischer Signalkaskaden wie FGFR-Rezeptor-Signaling (Eosinophile,
Monozyten, B-Zellen), FCy-Rezeptor-Signaling (Eosinophile, Monozyten), Semaphorin-Rho/ROCK-
Signaling (Eosinophile, Monozyten), RTK-Signaling (Monozyten, B-Zellen), PRR-Signaling (Monozyten, B-
Zellen), nukledre Rezeptoren (Monozyten, B-Zellen), Signalwege des Inflammasoms (Monozyten, B-
Zellen), der Todesliganden (Monozyten, B-Zellen), MAPK-Signalwege (Eosinophile, Monozyten),
Proteasom (Monozyten, B-Zellen) und Lysosom (Eosinophile, Monozyten, B-Zellen) aus, wahrend dies fiir

pDCs nicht zu beobachten war (Abb. 13).
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Diese Analysen gaben einen kohorten-unabhingigen Uberblick Giber das Transkriptom der Immunzellen.
Erst die Gegeniiberstellung der Kohorten auf Transkriptom-Ebene (Abb. 12B) zeigte die Anreicherung der

entsprechenden Gensets in der IORT-Gruppe und dass diese vorwiegend inflammatorischer Natur sind.

Die Zytokin-zu-Zytokin-Korrelationsmatrix lieferte nach einer hierarchischen Clusteranalyse drei
Hauptcluster, wobei der dritte Cluster alle vier der mit den rekrutierten Immunzellen best-korrelierenden
Zytokine enthielt. Die Linker-Genes der drei Hauptcluster identifizierten Transkriptionsfaktoren mit den
Netzwerken, die allesamt Proteine der NFkB-Familie, sowie STAT3, CEBPB und FOS als Elemente hochster
Zwischen- und Nahezentralitdt darstellten (Abb. 11). Die GSEAs stellten ergdnzend dazu die
angereicherten Gensets der mit den jeweiligen Immunzell-Populationen korrelierenden Transkriptom-
Daten dar und im Vergleich der beiden Kohorten zeigten sich in der IORT-Kohorte vor allem angereicherte
Gensets mit Bezug zu immunologischen Mechanismen (Abb. 13). Unter den signifikant angereicherten
Gensets fanden sich an fiihrender Position die Gruppen IL-6-JAK-STAT3-Signaling, TNFa-Signaling-via-
NFkB, Inflammatory-Response, TGF-8-Signaling und Hypoxia (Abb. 12C). Eine detailliertere Analyse der
Leading-Edge-Genes zeigte wiederum die Beteiligung verschiedener Transkriptionsfaktoren in diesem
Zusammenhang. Mit Ausnahme des TGF-B-Gensets wiesen die Ubrigen genannten jeweils einen oder
mehrere Transkriptionsfaktoren, wie die Mitglieder der NFkB-Familie, STAT3, STAT1, JUN und FOS auf
(Abb. 12C) —in Analogie zu den als Linker-Genes identifizierten Transkriptionsfaktoren der drei genannten

Hauptcluster der Zytokin-Korreationsmatrix (Abb. 11).

Die Transkriptionsfaktoren NFkB und jene der STAT-Familie sind zentrale Regulatoren immunologischer
Prozesse und stellen ein wichtige Verbindung zwischen Inflammation und Krebs dar [91]. NFkB ist ein
schneller Modulator der innaten und adaptiven Immunantwort sowie der Proliferation und
Differenzierung von Immunzellen und wird u.a. durch TNF-q, IL-1B, ROS und Lipopolysaccharide aktiviert
[91]. Eine konstitutive Expression von NFkB ist mit manchen Karzinomen assoziiert und resultiert
wiederum in der Sekretion inflammatorischer Zytokine [91, 127]. Eine ausgepragte Zytokinproduktion
und -sekretion erfolgt haufig durch seneszente Zellen, hierbei dient NFkB als regulatorisches Element des

SASP [127].

Die genauen Rollen der einzelnen STAT-Proteine und ihre Verbindungen untereinander und zu anderen
Signalwegen sind teilweise noch lickenhaft erforscht, sie nehmen jedoch wichtige Rollen in diversen
Entwicklungsstadien und der Proliferation und Differenzierung einzelner Immunzell-Populationen ein
und stehen in enger Interaktion mit NFkB [128-130]. Knock-out-Versuche fiihrten u.a. zu erheblichen
immunologischen Defekten bis hin zu embryonaler Letalitat im Falle eines STAT3-Knock-outs [91]. STAT3
wird u.a. durch IL-2 und IL-6 induziert und spielt eine wichtige Rolle in der Aktivierung und Modulation
von DCs und v.a. pDCs [91, 129, 130]. Die Produktion von cDCs wird des Weiteren maRgeblich durch
STATS reguliert [129-131].

IL-2 aktiviert sowohl STAT3 als auch STAT5 und ist maRgeblich in T-Zell-Entwicklung, -Proliferation und

-Metabolismus involviert: Neben der Bildung von Tregs bewirkt IL-2 beispielsweise ihre Differenzierung
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und Homdostase [91, 132]. Uber den mTOR-Signalweg wird die CD4* T-Zell-Differenzierung angeregt,
Uber u.a. HIF1la erfolgt die Regulation des Metabolismus der T-Zellen [132]. Auch zytotoxische T-Zellen

werden Uber IL-2-Kaskaden zur Proliferation und Differenzierung angeregt [132].

Ein weiterer wichtiger Signalweg in der basalen Regulation physiologischer wie pathologischer zellularer
Uberlebensvorginge ist der PI3K-AKT-mTOR-Signalweg [133, 134]. In enger Verbindung mit RAS und STAT
reguliert er Zellproliferation, -metabolismus, Angiogenese und Wachstum [133, 134]. PI3K ist zusammen
mit AKT vorrangig in Uberlebensvorgingen bei Zellstress aktiv und mTOR in der Signalverarbeitung und -
weitergabe bis hin zur ribosomalen Translation [133, 134]. PI3K-Untereinheiten weisen im
Mammakarzinom und weiteren Tumorentitaten haufig Mutationen auf und stellen somit interessante

Therapieangriffspunkte dar [135].

Pro-inflammatorische Zytokine wie TNF kdnnen Uber Signalwege wie MAPK und NFkB zelluldre und v.a.
Entziindungsreaktionen maRgeblich beeinflussen [136]. TNF beeintrachtigt die TumorgefaBversorgung
bis hin zu den namengebenden intra-tumoralen hamorrhagischen Nekrosen und férdert die Elimination
immunogen gewordener Tumorzellen durch zytotoxische T-Zellen [137]. Gleichzeitig sind auch pro-
tumorale Eigenschaften von TNF bekannt, die insbesondere durch die Modifikation des Tumor-

Mikromilieus entstehen [137].

Ein weiteres Zytokin mit vielseitigen Eigenschaften ist TGF-B. Wahrend TGF-B - verallgemeinert
dargestellt — in anfanglichen Tumorstadien eher anti-tumorale Wirkungen zeigt, lberwiegen in spateren
Phasen eher die pro-tumoralen [138, 139]. Die downstream von TGF-B liegenden Proteine und
Signalkaskaden wie Smad, MAPK, PI3K und Rho, um nur einige zu nennen, zeigen hierbei die Diversitat

und Komplexitat der Wirkungen von TGF-f auf [138, 139].

In der vorliegenden Studie unterschied sich das Genset um TGF- von den Gemeinsamkeiten der anderen
Gensets insofern, als es nicht Gene der STAT- und NFkB- Familie, sondern TGF-B und SMAD als Gene
hochster Zwischenzentralitat aufwies. TGF-B ist bekanntlich maRgeblich an der Wundheilung und an
Gewebe-Regenerationsprozessen beteiligt und fungiert vorrangig Uber die als SMAD-Proteine
bezeichneten Signaltransduktoren [140, 141]. Mit Blick auf die post-operative Situation, aus der das
Untersuchungsmaterial gewonnen wurde, ist anzunehmen, dass das TGF-B-Genset vorrangig die
Wundheilungsprozesse nach Operation reprasentiert und sich damit von den anderen Gensets
unterscheidet, deren flilhrende Transkriptionsfaktoren sich stark (iberschneiden. Eine detaillierte
Interpretation der genauen Funktionen und Folgen dieser Transkriptionsfaktor-Aktivitdt bezogen auf
einzelne Immunzellgruppen oder Gensets ist — nicht zuletzt aufgrund der Komplexitiat des
Zusammenspiels diverser Transkriptionsfaktoren, Zytokine und regulatorischer Proteine —an dieser Stelle
nicht moglich. Auch wenn inflammatorische Transkriptionsfaktoren wie NFkB und jene der STAT-Familie
vielfach erforscht und publiziert sind, ist eine definitive Aussage (iber definierte Funktionen in dieser
Situation nicht zu formulieren, da sich ihre Funktion und die Folgen ihrer Aktivierung aus einem

komplexen Zusammenspiel an genetischen Faktoren, humoralen Einflissen, Gewebsbedingungen wie
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Hypoxie, Tumorentitdten, der untersuchten Spezies und nicht zuletzt auch duBeren Einflussfaktoren wie

onkologischen Therapien ergeben [91, 127, 142-146].

Die Analysen der vorliegenden Studie zeigen, dass nach IORT im Vergleich zur unbestrahlten Kohorte
bestimmte Immunzelltypen vermehrt ins ehemalige Tumorbett rekrutiert und in diesen Immunzellen v.a.
inflammatorische Signalwege verstarkt exprimiert wurden. Vorrangig sind hierbei Transkriptionsfaktoren
wie NFkB, jene der STAT-Gruppe und die JUN/FOS zu nennen. Da diese Transkriptionsfaktoren und v.a.
NFkB in zentralen lebensnotwendigen zelluldren und immunologischen Ablaufen und Regulations-
Mechanismen involviert sind, treten sie damit fiir weitere Untersuchungen und gar mogliche kiinftige

Therapieangriffspunkte in den Fokus naherer Betrachtungen.
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9. Zusammenfassung

In Zusammenschau der Untersuchungsdaten ergeben sich analog zu den genannten vorausgegangenen
In-vitro- und In-vivo-Ergebnissen Hinweise, dass hohere lokale Bestrahlungsintensitat zur Rekrutierung
von Immunzellen und v.a. zur Rekrutierung von Antigen-prasentierenden Zellen beitragen und somit

einen wichtigen Beitrag zur immunologischen Tumorkontrolle leisten kdnnte.

Vorrangig zeigten sich nach IORT eosinophile Granulozyten, klassische und Gesamt-Monozyten, B-Zellen
und pDCs ins ehemalige Tumorbett rekrutiert. Auf Zytokinebene ergaben sich fiir erstere drei
Zellpopulationen ahnliche Korrelationen, wobei sich MIF und IL-3 unter den Zytokinen als fihrend
erwiesen. Im Rahmen der In-vitro-Untersuchung von nicht-malignen Normalgewebszellen der Brust
ergab sich eine starke Seneszenz-Antwort nach Bestrahlung mit hohen Einzeldosen, des Weiteren
erwiesen sich epitheliale Zellen der Brust als mogliche Produzenten von MIF und epitheliale und
endotheliale Zellen als vorrangige Produzenten von IL-3. Es kann vermutet werden, dass nicht-malignes
Normalgewebe einen wesentlichen Beitrag zur Immunzell-Rekrutierung nach Strahlentherapie leistet
und die Rekrutierung maligeblich liber Zytokine wie MIF und IL-3 gesteuert werden kdnnte. Auf
Transkriptom-Ebene der ins ehemalige Tumorbett rekrutierten Immunzellen zeigte sich nach IORT eine
Hochregulation inflammatorischer Signalwege, insbesondere jener um die Transkriptionsfaktoren NFkB
und STAT3, was in Zusammenschau mit der Funktion dieser Transkriptionsfaktoren auf eine relevante
Einflussnahme der IORT auf grundlegende Mechanismen der immunologischen Kontrolle, zellularer

Regenerationsvorgange und damit letztendlich auch der Tumorkontrolle deuten kénnte.

Insgesamt zeigten diese Ergebnisse, dass eine alleinig auf den Tumor fokussierte Betrachtung der durch
eine Radiotherapie induzierten Effekte zu kurz greift und insbesondere der Beitrag des im

Bestrahlungsfeld liegenden Normalgewebes naher untersucht werden sollte.

Die Ergebnisse der vorliegenden Begleitforschungsstudie sind selbstverstandlich nur ein Baustein in der
Untersuchung von Effekten intra-operativer Strahlentherapie beim Mammakarzinom auf lokale und
systemische immunologische Abldaufe. Weitere Analysen und klinische Studien sind notwendig, um die
Mechanismen der Immunzell-Rekrutierung genauer zu verstehen und damit Grundlagen zu definieren,

die wegweisend fiir die Optimierung klinischer Therapieansatze sind.
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12. Angaben zur Studiendurchfiihrung

Folgend soll dargestellt werden, welche Personen bei der Durchfiihrung der Studie involviert waren:

Die Durchfiihrung der Studie erfolgte in Zusammenarbeit der Klinik fur Strahlentherapie und
Radioonkologie mit der Klinik und Poliklinik fiir Gynakologie und Geburtshilfe des LMU Klinikums unter

der Studienleitung von Prof. Dr. Claus Belka, Prof. Dr. Kirsten Lauber und Prof. Dr. Nadia Harbeck.

Der Ethikantrag wurde durch Prof. Dr. Kirsten Lauber mit Unterstiitzung durch MSc. Nikko Brix und
Anna-Maria Tiefenthaller verfasst und mit Hilfe von Ulrike Pflugradt und Claudia Baur vom Studienbiiro

der Klinik fir Strahlentherapie und Radioonkologie eingereicht.

Die Indikationsstellung der Therapien erfolgte unabhadngig von einem moglichen spateren
Studieneinschluss. Zwischen Juli 2015 und Dezember 2016 wurden 49 Patientinnen mit den genannten
Kriterien in die Studie eingeschlossen. Die Koordination, Rekrutierung und Studienaufklarung von
Patientinnen der Kontrollgruppe erfolgten im Rahmen der pra-operativen Vorbereitungen durch
PD Dr. Bernd Kost, Patientinnen der IORT-Gruppe wurden im Rahmen der Vorgesprache in der Klinik flr
Strahlentherapie und Radioonkologie durch OA Dr. Heike Scheithauer und OA Dr. Montserrat Pazos

Escudero aufgeklart.

Die Operation und Anlage der Wunddrainagen erfolgte nach Standard der Klinik durch den bzw. die
Operateur*in, die Entfernung im Rahmen der klinischen Routine durch Arzt*innen der jeweiligen
Stationen. Die IORT wurde in Zusammenarbeit zwischen Operateur*innen und OA Dr. Heike Scheithauer
sowie OA Dr. Montserrat Pazos Escudero seitens der Radioonkologie durchgefiihrt. Das medizinische
Follow-Up nach ca. 28 Tagen erfolgte durch die Ambulanz der Klinik und Poliklinik fiir Gynakologie und
Geburtshilfe fiir Patientinnen der Kontrollgruppe, durch die Arztinnen der Strahlentherapie fiir IORT-
Patientinnen. Die Blutentnahmen erfolgten durch medizinisches Personal der jeweiligen Stationen und

Ambulanzen.

Die Planung der einzelnen Arbeitsschritte erfolgte durch Anna-Maria Tiefenthaller in enger
Zusammenarbeit mit den an der Studie beteiligten Arzt*innen und Pflegemitarbeiter*innen, maRgeblich
wurde die Planung und Koordination durch die Breast-Care-Nurse Brigitte Ehrl unterstitzt. Die Abholung
des Probenmaterials, der Transport ins Labor der Molekularen Onkologie im Klinikum GroRhadern und
die Aufarbeitung der Patientinnenproben (Erfassung von Volumen, Zellzahl, Himoglobinbestimmung,
FACS-Analyse, ELISA (teilweise) und Konservierung des Biomaterials) erfolgten durch Anna-Maria
Tiefenthaller. Methodische Unterstitzung bei der Durchfiihrung der Analysen boten Dr. Roman Hennel,
MSc. Nikko Brix und MSc. Heike Anders. Die Durchfiihrung weiterer ELISAs und aller Multiplex-ELISAs
erfolgte teils in Zusammenarbeit mit, teils alleinig durch die drei genannten Kolleg*innen. Prof. Dr. Udo
Gaipl und Dr. Paul Rihle unterstitzten bei der methodischen Planung der FACS-Analysen. Die In-vitro-
Zellkultur-Versuche sowie die Vorbereitungen fir die RNA-Sequenzierung erfolgten ganzlich durch
MSc. Nikko Brix, die Library-Preparation der RNA-Sequenzierungsproben durch Dr. Julia Hess und Steffen

Heuer aus der Arbeitsgruppe Strahlenzytogenetik (HMGU Neuherberg) unter der Leitung von
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Prof. Dr. Horst Zitzelsberger. Die RNA-Sequenzierung wurde durch die Firma Novogene vorgenommen,
die Weiterverarbeitung des Datensatzes durch PD Dr. Kristian Unger (HMGU Neuherberg). Die
Darstellung der Daten erfolgte mit freundlicher Genehmigung von PD Dr. Kristian Unger, Dr. Roman

Hennel, MSc. Nikko Brix und MSc. Heike Anders.

Die Daten wurden jeweils durch die Versuchsdurchfiihrenden ausgewertet, Prof. Dr. Kirsten Lauber nahm
weitere statistische Testungen und Analysen vor und erstellte die Abbildungen der Versuchsergebnisse.

PD Dr. Steffen Unkel unterstiitzte die Studie durch statistische Beratungen.

Tab. 13: Details zur Datenerhebung und Studiendurchfiihrung

Abbildung
Abb. 1: Prinzip der In-situ-

Vakzinierung durch Strahlentherapie

Abb. 2: Studiendesign

Abb. 3: FACS-Gating-Strategie

Abb. 4: Detaildarstellung der
Vergleichsparameter.

Abb. 5: Die Kohorten

sind hinsichtlich klinischer

und histologischer Eigen-schaften
vergleichbar

Abb. 6: Die Kohorten zeigen keine
signifikanten Unterschiede
hinsichtlich TumorgréRe und
tumorbiologischer Eigenschaften

Abb. 7: Einblutungsgrad, Volumen
und Zellzahl sind in den
Wundflissigkeitsproben beider
Kohorten vergleichbar

Abb. 8: IORT (1x20 Gy) induziert einen
Anstieg an Monozyten, eosinophilen
Granulozyten, pDCs und B-Zellen im

ehemaligen Tumorbett

Abb. 9: Lokale Bestrahlung mit hohen
Einzeldosen induziert am zweiten Tag

nach Therapie einen signifikanten
Monozyten-Anstieg im peripheren
Blut

Details zur Datenerhebung
Die Darstellung erfolgte durch Anna-Maria Tiefenthaller.

Das Studiendesign wurde erarbeitet durch Prof. Dr. Claus Belka,
Prof. Dr. Kirsten Lauber, OA Dr. Heike Scheithauer, Prof. Dr. Nadia
Harbeck, PD Dr. Bernd Kost, PD Dr. Rachel Wiirstlein und Prof. Dr. Tobias
Weillenbacher. Studieneinschluss und Aufklarung der Patientinnen
erfolgten durch o.g. Personen bzw. Mitarbeiter*innen der Klinik fur
Strahlentherapie und Radioonkologie sowie der Frauenklinik des LMU
Klinikums.

Die Details der Multicolor-FACS-Analyse sowie die FACS-Gating-Strategie
wurden in Zusammenarbeit von Prof. Dr. Udo Gaipl, Dr. Paul Rihle und
Prof. Dr. Kirsten Lauber erstellt.

Die Erhebung der Details aus den Patientinnenakten erfolgte durch Anna-
Maria Tiefenthaller, die statistischen Analysen durch Prof. Dr. Kirsten
Lauber und die statistische Beratung durch PD Dr. Steffen Unkel.

Die Sammlung und laborchemische Aufbereitung von Wundflissigkeit und
peripherem Blut erfolgte durch Anna-Maria Tiefenthaller unter Betreuung
durch Prof. Dr. Kirsten Lauber.

Die FACS-Analyse erfolgte durch Anna-Maria Tiefenthaller unter
Betreuung durch Prof. Dr. Kirsten Lauber und unter methodischer
Beratung durch Prof. Dr. Udo Gaipl und Paul Riihle. Die statistische
Analyse wurde von Prof. Dr. Kirsten Lauber unter statistischer Beratung
durch PD Dr. Steffen Unkel durchgefiihrt.
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Abb. 10: In nicht-malignem
Brustgewebe erfolgt durch
Bestrahlung mit hohen Einzeldosen
eine Seneszenz-Induktion und
Seneszenz-assoziierte
Zytokinverdnderungen entsprechen
rekrutierten Immunzell-Populationen
in der Wundflissigkeit

Abb. 11: Zytokin-zu-Zytokin-
Korrelationsanalysen identifizieren
drei Zytokin-Cluster, die iber
verschiedene Transkriptionsfaktor-
Netzwerke gesteuert werden

Abb. 12: RNA-Sequenzierungsdaten
zeigen in Immunzellen aus IORT-
Wundflissigkeiten eine Anreicherung
von Gensets, die mit NFkB, JAK-STAT-
und TGF-B-Signalwegen assoziiert
sind, sowie mit Hypoxie

Abb. 13: IORT-WundflUssigkeits-
Leukozyten zeigen eine Anreicherung
von inflammatorischen Gensets auf
Transkriptom-Ebene

Abb. 14: Detaildarstellung
angereicherter Gensets

Abb. 15: Immunzell-Rekrutierung und
immunologische Effekte nach
Strahlentherapie.

Kultivierung und Bestrahlung der primaren Zellen sowie die FACS-Analyse
erfolgten durch MSc. Nikko Brix. Multiplex-ELISA aus primaren Zellen und
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