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1.EINLEITUNG

1.1 Mammakarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist laut Angaben der World Health Organisation (WHO, vertreten
durch Bray et al.) bei Frauen die Krebserkrankung mit der héchsten Inzidenz sowie
Mortalitat. Weltweit liegt das Lebenszeitrisiko einer Erkrankung bei ca. 12 %. Die
Inzidenzraten sind in den Industrienationen hoher; die Mortalitatsraten - als Ausdruck
mangelnden Zuganges zu diagnostischen und therapeutischen Mafinahmen - in

zentralafrikanischen und stidostasiatischen Landern am héchsten (Bray et al., 2018).
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Abb. 1.1:

Flichenkartogramme bzgl. der geschitzten weltweiten altersstandardisierten Inzidenzraten (oben) sowie der
weltweiten Mortalitdtsraten (unten) des Mammakarzinoms fiir Frauen aller Altersgruppen fiir das Jahr 2018.
Bildquelle: © International Agency for Research on Cancer 2019, WHO

Datenquelle: GLOBOCAN (Bray et al., 2018)
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In Deutschland erkrankt laut Zahlen des Robert-Koch-Institutes (RKI, vertreten durch
Barnes et al.) jede achte Frau im Laufe ihres Lebens an Brustkrebs, entsprechend einer
Inzidenzrate von 170 Fallen pro 100 000 Einwohnerinnen, mit altersabhiangiger Zunahme.
Manner sind mit einem Lebenszeitrisiko von 1:800 deutlich seltener betroffen. In
Deutschland ist die Inzidenz der Erkrankung seit den Siebzigerjahren bis zum Jahr 2002
kontinuierlich angestiegen. Dies wird u. a. mit Veranderungen der Erndahrungs- und
Bewegungsgewohnheiten erklart (siehe Kapitel 1.1.2); zusatzlich mit einem zunehmenden
Anteil kinderloser Frauen, dem gestiegenen Durchschnittsalter der Erstgebarenden,
kiirzeren Stillzeiten sowie einem bis zur Jahrtausendwende vermehrten Einsatz der
Hormonersatztherapie bzw. hormoneller Kontrazeption. Ebenfalls ist anzunehmen, dass
die zunehmende Inanspruchnahme der Fritherkennungsmafinahmen dazu beitragen
(Barnes et al,, 2016). Zwischen den Jahren 2005 und 2009 wurde in Deutschland das
flichendeckende Mammographie-Screening fiir Frauen zwischen 50 und 69 Jahren
eingefiihrt. Diese fiihrte zur Erkennung von Tumoren in fritheren Stadien. Nachdem schon
seit Anfang der 1990er-Jahre durch effektivere Therapieformen die Mortalitatsraten des
Mammakarzinoms riickldufig sind, wird fiir die kommende Jahre noch ein zusatzlicher

Effekt des Mammographie-Screenings erwartet (Barnes et al., 2016; KoopG, 2011).

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Der Begriff ,Brustkrebs“ beschreibt eine heterogene Erkrankung, die Entartung
verschiedener Zelltypen des Brustgewebes. Verschiedene histologische Subtypen
korrelieren dabei mit der genetischen Belastung und dem Risiko fiir Prakanzerosen
(Goldhirsch et al., 2013). Dabei wird zwischen vom Milchgangsepithel (duktalen) und von
den Milchdriisenlappchen (lobuldren) ausgehenden Neoplasien unterschieden. Nach
Klassifikation der WHO stellen die invasiven Karzinome ohne speziellen Typ (no special
type, NST) den liberwiegenden Anteil von 75 % aller Brusttumore, wahrend die restlichen
25 % den invasiven Karzinomen vom speziellen Typ zuzuordnen sind (Sinn and Kreipe,
2013). Das Mammakarzinom entwickelt sich dabei biphasisch tiber intraepitheliale in-situ-
Stadien, die nach einer vermutlich mehrjahrigen Latenzzeit in ein invasives Karzinom
iibergehen.

Die Atiologie des Mammakarzinoms ist weitestgehend unbekannt, jedoch haben sowohl
endogene als auch exogene Faktoren Einfluss auf die Erkrankungswahrscheinlichkeit. Eine

Ubersicht der wichtigsten bekannten Risikofaktoren zeigt Tabelle 1.1.
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Tabelle 1.1:
Ubersicht iiber die wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Mammakarzinoms (AGO, 2018; AWMF, 2018).

e endokrin Langer hormonell aktiver Zeitraum, z. B. durch:
o Friihe Menarche
o Spate Menopause
o Keine, wenige oder spate Schwangerschaften
o Keine oder kurze Stillzeiten

- Adipositas / postmenopausale Gewichtszunahme

- Postmenopausale Hormonersatztherapie

e hereditar - Anamnestisch familidre Belastung
- Definierte genetische Krankheitsbilder:
o Hohes Risiko: Keimbahnmutationen in BRCA1-, BRCA2- oder
RAD51C-Genen
o Mittleres und niedriges Risiko, z. B. Keimbahnmutationen in

den STK11, ATM-, PTEN- CHEK-2 oder anderen Genen

e toxisch - Strahlenexposition der Brust im Kindes-, Jugend- und friihen
Erwachsenenalter
- Nikotinabusus

- Hoher Alkoholkonsum

e kontralaterales Mammakarzinom

e hohes Lebensalter

1.1.3 Therapeutische Prinzipien

Aktuelle Leitlinien empfehlen eine Festlegung des individuellen Therapieregimes im
Rahmen interdisziplindrer Tumorkonferenzen. In die Entscheidung flief3en ein:
Tumorgrofie, Nodalstatus, Fernmetastasen, histologisches Grading, Hormonrezeptor- und
HER2/neu-Status, Lebensalter, Menopausenstatus sowie Komorbidititen der Patientin.
Diese Parameter korrelieren eng mit dem Krankheitsverlauf und der brustkrebsbezogenen
Mortalitat (Janni et al.,, 2017).

Grundsatzlich richtet sich die leitlinienbasierte Entscheidung danach, ob ein lokoregional
begrenztes oder ein fernmetastasiertes Brustkrebsleiden vorliegt. Bei lokal begrenztem (<
UICC-Stadium Ila) oder lokal fortgeschrittenem Mammakarzinom (= UICC-Stadium IIb)
wird ein kurativer Therapieansatz verfolgt, bei einem fernmetastasierten Brustkrebsleiden

in der Regel eine palliative Zielsetzung. In unserer hier vorgestellten Untersuchung wurden

3
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Patientinnen mit einem primdren und lokoregional begrenzten Mammakarzinom
behandelt. Die Grundziige dieser Therapie werden in den zum Zeitpunkt der
Therapiestudie gultigen ,S3-Leitlinie zur Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Mammakarzinoms” vorgestellt, die als Quelle der folgenden Kapitel 1.1.3.1 und 1.1.3.2

dienen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

1.1.3.1 Operative Therapie des primdren, lokoregiondr begrenzten Mammakarzinoms

Voraussetzung fiir ein niedriges Lokalrezidivrisiko ist die Entfernung des Primarius in
sano. Die sogenannte RO-Resektion ist entscheidend fiir die Wirksamkeit der
nachfolgenden systemischen Therapie sowie der Bestrahlung. Bei invasiven Tumoren ist
es ausreichend, wenn am Resektionsrand kein Tumorgewebe (,no ink on tumor")
nachweisbar ist (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Die operative Therapie des Mammakarzinoms kann als brusterhaltender Eingriff oder
Mastektomie erfolgen. Die brusterhaltende Chirurgie zeigt dabei - unter Berticksichtigung
bestimmter klinischer und histologischer Parameter - hinsichtlich des Uberlebens
gleichwertige Ergebnisse. Aufgrund der von vielen Patientinnen angegebenen psychischen
Belastung nach Mastektomie wird eher die brusterhaltende Therapie (BET) angestrebt. Bei
einem glinstigen Verhdltnis zwischen Tumorgréfle und Brustvolumen, sowie lokal
begrenzten, nicht-invasiven Karzinomen (Duktales Carcinoma in situ, DCIS) ist sie
prinzipiell moglich. Gegen das brusterhaltende Vorgehen sprechen eine ungiinstige Brust-
Tumor-Relation, ein inflammatorisches Mammakarzinom, Kontraindikationen gegen die
nach einer BET obligate Bestrahlung oder das fehlende Einverstindnis der Patientin
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Zusatzlich erfolgt die Entfernung der axilliren Lymphknoten, sowohl als lokoregionare
Tumortherapie als auch fiir das axillire Staging. Die Entfernung sogenannter
Wachterlymphknoten bei  klinisch negativem Lymphknotenbefund (Sentinel-
Lymphonodektomie, SNB) stellt hierbei eine zielgerichtete operative Mafinahme zur
reprasentativen Erfassung des axillairen Lymphknotenstatus mit einer im Vergleich zur
systematischen Axilladissektion deutlich geringeren Morbiditit (Lymphodeme,
Nervenldsionen) bei gleichwertig hoher diagnostischer Sicherheit dar. Im Rahmen der
Axilladissektion werden die axilliren Lymphknoten der Level I (lateral des Randes des M.
pectoralis minor) und II (zwischen lateralem und medialem Rand des M. pectoralis minor)
entfernt. Bei Patientinnen mit klinisch suspektem Lymphknotenstatus ist dagegen

zunachst die pathologische Abklarung via Biopsie notig, bei Positivitat erfolgt anschlief3end

4
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die Axilladissektion bzw. targeted axillary dissection (TAD). Sollte der pathologische Befund
unauffallig sein, soll der klinisch suspekte Lymphknoten im Rahmen der SNB entfernt
werden. Bei gesichertem primdrem Lymphknotenbefall wird die Axilladissektion nach
Durchfiihrung einer primaren Systemtherapie empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie,

2018).

1.1.3.2 Systemische Therapie des primdren, lokoregiondr begrenzten Mammakarzinoms

Die systemische Therapie stellt einen integralen Bestandteil der Primartherapie des
Mammakarzinoms dar. Eine von der Early Breast Cancer Trialists Collaborative Group im
Jahr 2005 durchgefiihrte Metaanalyse aus 194 randomisierten Studien ergab, dass das
Mortalitatsrisiko durch Polychemotherapie bei Frauen bis zum 50. Lebensjahr um 38 %
und fiir Frauen im 50. bis 69. Lebensjahr um 20 % gesenkt wurde. Weiterhin reduzierte die
adjuvante Therapie mit Tamoxifen die Mortalitit um 31 %. Dieser Uberlebensvorteil zeigte
sich unabhéngig vom axilliren Lymphknotenstatus sowohl fiir das rezidivfreie als auch das
Gesamtiiberleben (EBCTCG, 2005).

Die aktuellen therapeutischen Optionen bestehen in einer Polychemotherapie sowie,
abhangig vom Rezeptorstatus, einer Antikorpertherapie und/oder antihormonellen
Therapie (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018). Es wird zwischen einem adjuvanten und
einem neoadjuvanten Vorgehen unterschieden. Die neoadjuvante Therapie kann die
Operabilitdt bis hin zur histopathologischen Komplettremission ermdéglichen sowie den
Anteil brusterhaltender, operabler Karzinome erhohen. Zudem kann evaluiert werden, ob
der Tumor auf die Therapeutika anspricht, die dann weiter adjuvant appliziert werden
konnen. Der zitierten S3-Leitlinie zufolge zeigen die Verfahren der neoadjuvanten und der
adjuvanten Chemotherapie gleichwertige Raten des Gesamtiiberlebens. Ein
Expertenkonsens bevorzugt die neoadjuvante, systemische Therapie, wenn pra- und
postoperativ das gleiche Chemotherapieschema indiziert ist. Eine neoadjuvante,
antihormonelle Therapie wird nicht standardmafiig durchgefiihrt; sie kann bei alteren
und/oder multimorbiden Patientinnen erwogen werden, bei denen eine Operation oder
Chemotherapie nicht moglich oder nicht gewiinscht ist (Leitlinienprogramm Onkologie,
2018).

Die systemische Therapie wird nach Risiko-Nutzen-Abwagung anhand des
Tumorstadiums, Gradings und des Alters der Patientin ausgewahlt; der
Hormonrezeptorstatus, der HER2-Status sowie der Menopausenstatus sind entscheidend

fiir die Frage einer endokrinen oder antikérperbasierten Therapie.

5
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Bei Mammatumoren mit hohem Rezidivrisiko ist eine Polychemotherapie indiziert, haufig
in Form von Anthrazyklinen kombiniert mit einem Taxan. Bei pramenopausalen Frauen
erfolgt zumeist die Anwendung von Tamoxifen mit dem Ziel der Ostrogenrezeptoren-
Blockade und eventueller zusatzlicher Suppression der ovariellen Hormonproduktion.
Postmenopausale Patientinnen, bei denen neben der Ostrogenrezeptoren-Blockade die
extraovarielle Hormonproduktion supprimiert werden soll, erhalten in der Regel einen
Aromatasehemmer; dies eventuell mit nachfolgender zweijahriger Gabe von Tamoxifen.
Bei HER2-positiven Karzinomen und einem Tumordurchmesser 2 1 cm ist zudem eine
Antikorpertherapie mit Trastuzumab indiziert, einem monoklonalen Antikérper gegen den
humanen epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor 2 (HER2) (Leitlinienprogramm

Onkologie, 2018).
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1.2 Radiotherapie nach brusterhaltender Chirurgie

1.2.1 Stellenwert der adjuvanten Radiatio nach brusterhaltender Operation

Trotz des gut belegten Effekts der (neo-)adjuvanten Systemtherapie auf die
Lokalrezidivrate kann noch nicht auf eine postoperative Bestrahlung verzichtet werden. Im
Therapiekonzept ist die postoperative Strahlentherapie weiterhin die ,wichtigste und
effektivste Mafdinahme, um das Risiko fiir ein intramammaires Rezidiv zu
senken“(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018). In Metaanalysen randomisierter Studien
wurden reduzierte lokoregionale und distante Rezidivraten nach adjuvanter Radiatio
beschrieben. Die verbesserte lokale Tumorkontrolle fithrt zur Reduktion der
brustkrebsspezifischen Mortalitat (Clarke etal., 2005; Darby et al., 2011), zusatzlich zu dem
Effekt der standardisierten Operationstechniken und verbesserter histopathologischer
Verfahren (Darby etal.,, 2011; Fyles et al., 2004; Hughes et al., 2004; Kunkler et al., 2015).
Nach BET wegen eines invasiven Karzinoms oder eines DCIS ist die adjuvante Radiatio
daher obligat; standardmafiig als perkutane, adjuvante Ganzbrustbestrahlung (external
beam radiotherapy, EBRT). Kontraindikationen der Bestrahlung sind damit auch
Kontraindikationen eines brusterhaltenden Vorgehens. Nur in Ausnahmefillen kann bei
bestimmten Bedingungen unter Anwendung einer adjuvanten antihormonellen Therapie
individuell der Verzicht auf die postoperative Bestrahlung erwogen werden
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

Zudem besteht die Moglichkeit einer sogenannten Boost-Bestrahlung zur lokalen
Dosisaufsattigung des Tumorbettes. Diese kann die Rezidivrate nach brusterhaltender
Operation noch weiter verringern (Antonini et al., 2007; Bartelink et al., 2015; Romestaing
et al., 1997). Jedoch reduziert sie nicht die Mortalitdtsrate. Bei Patientinnen bis zum 50.
Lebensjahr wird die Boost-Bestrahlung generell empfohlen; bei einem hdoheren
Lebensalter sollte sie auf Grund der haufiger auftretenden Spatfolgen nur bei erhéhtem

lokalen Riickfallrisiko durchgefiihrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie, 2018).

1.2.2 Intraoperative Radiotherapie (IORT) des Mammakarzinoms

Der grofdte Anteil der intramammaren Rezidivtumoren kommt in unmittelbarer Nahe des
initialen Tumors vor (Kurtz et al.,, 1989). So wurde in den letzten Jahren diskutiert, ob
hinsichtlich der lokalen Tumorkontrolle die Bestrahlung der ganzen Brust oder die hoher
dosierte, aber auf den betroffenen Brustteil begrenzte Bestrahlung vergleichbare

Ergebnisse erzielen. Parallel zur Entwicklung dahingehender Bestrahlungsverfahren
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wurde die akzelerierte Teilbrustbestrahlung (accelerated partial breast irradiation, APBI)
als Methode zur intraoperativen Radiatio eingefiihrt. Thre Anwendung ist sowohl als
Nutzung niederenergetischer Rontgenstrahlung aus einer mobilen Bestrahlungseinheit
(INTRABEAM®-System) als auch Anwendung von Elektronenstrahlen (z. B. Mobetron,
Novac 7) als sogenannte IOERT (intraoperative electron radiation therapy) moglich.

Der Hauptvorteil beider Methoden liegt in der unmittelbaren Anwendung nach der
Tumorexzision und damit der zielgerichteten Anwendung der Strahlen. Die Anwendung
der adjuvanten, perkutanen Boost-Bestrahlung birgt dagegen die Gefahr eines Verfehlens
des Tumorbettes (sogenannter ,geographic miss“) in sich, da im Rahmen der BET oftmals
eine Gewebemobilisation zur chirurgischen Defektdeckung stattfindet, um das
entstandenen Volumendefizit auszugleichen und sich dadurch das Tumorbett verschiebt.
Der zweite Vorteil der IORT liegt in der zeitlich direkten Anwendung mit Vermeidung des
Ltemporal miss“: Zwischen der Operation und der ersten perkutanen Radiatio kann es zu
einer Vermehrung residualer Tumorzellen kommen (Siitterlin et al,, 2015). Als Letztes
besteht die Moglichkeit, die Radiotherapie abhdngig vom individuellen Risiko zu
intensivieren oder zu deeskalieren. Bei Patientinnen mit hoherem Rezidivrisiko kann die
IORT additiv zur adjuvanten Ganzbrustbestrahlung angewendet werden, bei niedrigen
Rezidivrisiken als alleinige akzelerierte Teilbrustbestrahlung (Vaidya et al., 2014). Die
haufigste Anwendungsform der IORT und inzwischen fester Bestandteil der

Standardbehandlung des frithen Mammakarzinoms ist der intraoperative Boost.

Abb. 1.2:

Schematische Darstellung des Ablaufes einer IORT mittels INTREBEAM®-System.

a) Ermittlung der Lokalisation des Tumors, b) Brusterhaltende Therapie mit Exzision des Tumors, c) Platzierung des
INTRABEAM®-Applikators in geeigneter GréRe in der Wundhéhle und Bestrahlung des Tumorbettes mit 20 Gy, d)
Entfernung des Applikators und Wundverschluss.
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1.2.2.1 Anwendung der IORT als intraoperative Tumorbettaufsdttigung

In mehreren Studien wurden niedrige Lokalrezidivraten zwischen 2,5 und 1,5 % innerhalb
von 5 Jahren nach intraoperativer Boost-Bestrahlung beschrieben (Blank et al.,, 2010;
Vaidya et al,, 2011; Wenz et al.,, 2010). Die postoperative Bestrahlungsdauer wird um fiinf
bis acht Tage verkiirzt (Wenz et al., 2010). Zudem wird die Therapie von den Patientinnen
sehr gut vertragen, indiziert durch ausgezeichnete kosmetische Ergebnisse und eine
geringe Akut- und Langzeittoxizitat (Kraus-Tiefenbacher et al., 2006a; Kraus-Tiefenbacher
et al.,, 2006b). Aufgrund dieser Vorteile wird die IORT mit Boost als geeignete Alternative
zur postoperativen Boost-Bestrahlung des Tumorbettes erachtet (Sedlmayer et al., 2013;

Siitterlin et al., 2015).

1.2.2.2 Anwendung der I0RT als alleinige akzelerierte Teilbrustbestrahlung

Neben der Anwendung der IORT zur Boost-Bestrahlung ist unter bestimmten
Voraussetzungen bei Patientinnen mit niedrigem Rezidivrisiko auch eine alleinige
Anwendung anstatt der konventionellen EBRT mdoglich. Ebenso kann eine einmalige, auf
den Primartumorbereich beschrankte Radiatio bei Patientinnen mit hdéherem
Lokalrezidivrisiko in Betracht gezogen werden, wenn eine Ganzbrustbestrahlung (z. B.
aufgrund Vorbestrahlung, Alter, Komorbiditat) nicht durchfihrbar ist
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2018). Im ,TARGIT A Trial, einer internationalen,
randomisierten Studie, wurde die Wirksamkeit eines ,risikoadaptierten Konzeptes“ bei
alleiniger Anwendung der IORT untersucht (Vaidya et al., 2014). Als Einschlusskriterien
wurden sowohl das Alter als auch biologische und klinische Determinanten des Tumors
beriicksichtigt (siehe Tabelle 1.2). Im Behandlungskollektiv wurde eine alleinige IORT
appliziert, im Kontrollkollektiv eine konventionelle adjuvante Ganzbrustbestrahlung.
Innerhalb des Behandlungskollektives erfolgte eine weitere Aufteilung in 2 Gruppen: Im
~Prepathology Stratum“wurde die IORT innerhalb derselben Operation unmittelbar nach
der Tumorexzision angewendet, wahrend im ,Postpathology Stratum” ein zweizeitiges
Vorgehen erfolgte. Hier wurde zundchst die BET durchgefiihrt, und nach Erhalt der
histologischen Auswertung, ungefihr drei bis vier Wochen spater, die IORT. Die
Patientinnen wurden anhand ihrer Risikofaktoren stratifiziert (siehe Tabelle 1.2). Wurde
bei einer Patientin des Behandlungsarmes einer der Risikofaktoren festgestellt, fand bei
Patientinnen des ,Prepathology Stratums“ zusatzlich zur IORT eine konventionelle
Ganzbrustbestrahlung statt. Beide Strata wurden einzeln sowie gemeinsam untersucht und
ausgewertet.

9
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Tabelle 1.2:
International gliltige Einschlusskriterien des ,, TARGIT A Trials“ sowie Risikofaktoren, welche die Durchfiihrung einer
adjuvanten Ganzbrustbestrahlung indizierten.

Einschlusskriterien Risikofaktoren
Alter > 45 Jahre
Ausbreitung monozentrisches Karzinom
Histologischer Subtyp invasiv-duktales Karzinom anderer histologischer Subtyp

keine prdinvasive Komponente

Tumorgrole <3,5cm >3,5cm

Nodalstatus NO

Metastasierung MO

Resektionsstatus freier Resektionsrand < 1 mm

Die Ergebnisse der Studie spiegeln die zeit- und lokalisationskritische Wirksamkeit einer
IORT wider: Die 5-Jahres-Lokalrezidivraten der Patientinnen im ,Prepathology Stratum”
zeigten gegeniiber der Kontrollgruppe keine statistisch signifikanten Unterschiede, die im
,Postpathology Stratum” waren gegeniiber der zugeteilten Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Auch im Gesamtkollektiv lagen die Lokalrezidivraten im Behandlungsarm
signifikant hoher als in der Kontrollgruppe. Diese Befunde hatten jedoch im
Gruppenvergleich  keinen  Einfluss auf die Gesamtmortalitit sowie die
brustkrebsspezifische Mortalitat. Bei mittels IORT bestrahlten Patientinnen wurden zudem
signifikant weniger nicht-brustkrebsassoziierte Todesfdlle sowie weniger postradiogene
Hautirritationen festgestellt.

Der Wirksamkeitsunterschied zwischen den beiden Strata, der sich auf die Theorien des
Ltemporal miss“und ,geographic miss“ stiitzt, wirft die Frage auf, welche Prozesse durch die

IORT angesteuert werden.
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1.3 Das Tumorbett

Der Effekt der IORT oder postoperativen perkutanen Radiatio ist auf die Eliminierung der
nach Tumorexzision verbliebenen malignen Zellen zuriickzufiihren Diese wird v. a. durch
deren im Vergleich zum umliegenden Gewebe erhohte Radiosensitivitat erklart, u. a.
aufgrund eingeschrdankter DNA-Reparaturmechanismen. Jedoch gibt es Griinde zur

Annahme, dass zusatzlich eine Alteration des lokalen Milieus dazu beitragt.

1.3.1 Das Tumorbett als immunologischer Knotenpunkt

Die Bezeichnung ,Tumorbett” ist ein Sammelbegriff fiir das gesamte tumorumgebende
Mikromileu inklusive tumorumgebendem Stroma, diversen Effektorzellen des
Immunsystems, Thrombozyten, Hormonen und Wachstumsfaktoren (Goubran et al,,
2014). Die physiologische Gewebshomdostase entsteht durch eine stabile Gewebestruktur,
streng kontrollierte Proliferation sowie regulierten Zelltod. Die Zellen interagieren mit und
kommunizieren lber die extrazellulare Matrix (EZM), die u. a. von Fibroblasten gebildet
wird. Diese reguliert die Zelldifferenzierung und beeinflusst die Immunantwort im
Mikromilieu (Kalluri and Zeisberg, 2006). Weiter spielt die Angiogenese und die
Verfiigbarkeit der daflir notigen Wachstumsfaktoren, die z. B. von Thrombozyten
bereitgestellt werden (Burnouf et al., 2014; Goubran et al., 2013), eine wesentliche Rolle
fiir die adaquate Nahrstoffversorgung der Tumorzellen.

Eine Tumorentstehung und -ausbreitung ist nur in einer entsprechenden Umgebung
moglich. Folglich bestehen Wechselwirkungen zwischen den malignen Zellen und ihrem
Milieu, die den Grad der Tumorprogression und -proliferation, die Invasivitdt, das
Metastasierungspotenzial und die Gesamtprognose wesentlich beeinflussen (Joyce and
Pollard, 2009). Der Prozess der Immunosurveillance, der Elimination beschadigter,
seneszenter oder maligner Zellen durch das Immunsystem, spielt hier eine wesentliche
Rolle. Zahlreiche Beobachtungen weisen darauf hin, dass Fehler in immunologisch
regulierten, molekularen Regelkreisen mit der Krebsentstehung und deren Progression
assoziiert sind (Senovilla et al., 2013). Beispielsweise steigt die Rate an Malignomen unter
einer Immunsuppression deutlich an (Motz and Coukos, 2013).

Zusatzlich modifizieren die Tumorzellen unter diesem immunologischen Druck selbst
haufig ihren Phanotyp (Immunoediting). Im Verlauf einer Krebserkrankung fiihrt das zum
Verlust spezifischer Oberflichenmarker oder anderer Erkennungsmolekiile (Dunn et al.,

2002). Daten weisen darauf hin, dass der fiir die Tumorprogression essenzielle Prozess der
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epithelial-mesenchymalen Transition (EMT, siehe 1.3.2.1) das Resultat dieses

Immunoeditings sein konnte (Knutson et al., 2006).

1.3.1.1 Funktion der Leukozyten des Tumorbetts

Auch myeloide und lymphatische Immunzellpopulationen des Tumorbetts spielen
spezifische Rollen im Zusammenspiel tumorférdernder und -hemmender Prozesse
(Goubran et al, 2014). Tumoren werden in grofiem Maf} von myeloiden Zellen des
Knochenmarks (Monozyten/Makrophagen, Neutrophilen, Eosinophilen, Mastzellen und
dendritischen Zellen) infiltriert. Diese werden durch Zyto- und Chemokine aus dem
Gefafdsystem heraus ins Tumorstroma hinein rekrutiert. Sie sind an der Regulation von
Entziindungsprozessen und zahlreichen Immunmechanismen sowie an der Tumor- und
Angiogenese beteiligt (Murdoch et al., 2008). Die dendritischen Zellen tragen den Hauptteil
zur Antigenprasentation im Tumorbett bei, einem essenziellen Bestandteil des
Surveillance-Prozesses. Im Tumorbett vorliegende Mastzellen agieren zudem als Speicher
fiir tumorfoérdernde Zytokine. Die Funktion eosinophiler und neutrophiler Granulozyten ist
Diskussion aktueller Forschung (Murdoch et al., 2008).

Eine besondere Bedeutung in der Konditionierung des lokalen Milieus kommt den

residenten Makrophagen des Tumorbettes (tumor associated macrophages, TAM) zu. Nach

Proliferation

Wachstums-
faktoren,
TNFa

MMPs, TNFa )
_ Metastasierung

VEGF, FGF2,

: TNFa
Angiogenese —

MMPs, TGF} TGFB, IL-10, PG
Extrazellulare Matrix Adaptives Immunsystem
Fibrin, Kollagen Polarisierung, Suppression

Abb. 1.3:

Schematische Darstellung der Rolle tumorassoziierter Makrophagen (TAM) in der Tumorimmunobiologie.

Abkiirzungen: FGF = fibroblast growth factor, IL = Interleukin, MMP = Matrix-Metalloproteinase, NO = Stickstoffmonoxid, PG
= Prostaglandin, TNF-a = Tumornekrosefaktor a, TGF = transforming growth factor, VEGF = vascular endothelial growth
factor. Modifizierte Darstellung nach Mantovani et al., 2002
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aktuellem Kenntnisstand ware es zu stark vereinfacht, diese nur als Makrophagen der M2-
Polarisierung zu bezeichnen (Mantovani and Locati, 2013), wenn auch diese Assoziation
fir das generelle Verstandnis der Zellfunktionen (siehe Abb. 1.3) hilfreich sein mag.
Vielschichtig stellt sich auch die Rolle der ins Tumorbett rekrutierten Lymphozyten dar.
Nattrliche Killerzellen (NK-Zellen) bilden den zentralen Bestandteil der tumoriziden,
lymphozytiren Immunabwehr. Sie induzieren den Zelltod vorgeschadigter Zellen
unabhangig von deren major histocompatibility complex-Status durch hochwirksame
Perforine. Weiterhin wirken sie durch wechselseitige Interaktion mit dendritischen Zellen,
Makrophagen und T-Zellen regulatorisch.

Die Einflussnahme des lokalen Milieus auf die Tumorprogression erfolgt T-Zell-vermittelt.
Die T-Helferzellen (CD3+/CD4+) lassen sich in zwei Subpopulationen kategorisieren: die
als Entziindungsmediatoren fungierenden Tu1l-Zellen und die Tu2-Zellen. Erstere sind fiir
die Vermittlung einer tumorsupprimierenden Inflammationsreaktion bekannt, Letztere
sind potenzielle Mediatoren einer tumorfordernden Reaktion (Coussens et al, 2013;
Stuelten et al., 2008). Aufderdem erkennen die ins Tumorbett rekrutierten zytotoxischen T-
Zellen (CD3+/CD8+) tumorassoziierte Antigene auf den MHC-Rezeptoren der Krebszellen
als Trigger der Mechanismen, die zur Apoptose der erkannten Krebszellen fiihren (Smyth
etal.,, 2005).

Als zentrale Steuerinstanz der T- und B-Lymphozyten fiir die tumorassoziierte
Immunosurveillance sind regulatorische T-Zellen (Treg) bedeutend. Ihre Rolle im Rahmen
der Tumorgenese ist nicht abschliefiend geklart. Bei zahlreichen Krebserkrankungen ist
die durch Treg geforderte Immunevasion mit einem negativen Outcome assoziiert. Jedoch
zeigt sich bei Malignomen mit dominierender inflammatorischer Komponente wie dem
Mammakarzinom, dass Treg eine protektive Wirkung hinsichtlich Inflammation und damit
einhergehender Tumorprogression aufweisen. Ihre Rolle fiir die Tumorgenese scheint in

hohem Maf3e durch Faktoren des Mikromilieus beeinflusst zu sein (Whiteside, 2014).

1.3.1.2 Rolle mesenchymaler Stromazellen (MSC) im Tumorbett

Der Sammelbegriff mesenchymale Stromazellen (MSC) umfasst verschiedene, aus einer
Vielzahl von Geweben isolierbare, Typen multipotenter Stammzellen bzw. Stromazellen.
Die International Society for Cell and Gene Therapy (ISCT) definiert MSC anhand folgender
Eigenschaften: Plastikadhdrenz, mesodermales Differenzierungspotenzial (Entwicklung v.

a. zu Fett-, Knochen- und Knorpelgewebe) sowie Expression eines spezifischen Profils an
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Oberflachenmarkern, genauer die Prasenz von CD73, CD90 und CD105 bei Abwesenheit
hamatopoetischer Marker (Bourin et al., 2013; Dominici et al., 2006).

MSC koénnen primdrer Bestandteil des Tumorstromas sein oder ins Tumorbett rekrutiert
werden (Hall et al, 2007; Karnoub et al, 2007). Als sogenannte ,ambulatory cells"
beeinflussen sie die Immunmodulation im Tumorbett, mit Wirkung sowohl auf die
Wundheilung als auch die Tumorgenese. MSC zeigen die Eigenschaft, durch die Induktion
von Stammzelleigenschaften in Tumorzellen ein hoéheres Malignitdtspotenzial
hervorzurufen (Chang et al, 2015). Im Mausmodell steigern MSC das metastatische
Potenzial gewohnlich schwach maligner Brustkrebszellen. Dabei stimulieren die
Tumorzellen die MSC zur Sekretion des Zytokins RANTES (CCL5), das dann wiederum
parakrin eine gesteigerte Motilitdit und Invasivitit sowie ein erhohtes metastatisches
Potenzial der Tumorzellen bewirkt (Karnoub et al, 2007). MSC verstirken die
Tumorentstehung und -progression durch eine Suppression der Immunantwort via
Inhibition von B-, T- und NK-Zellen (Lee and Hong, 2017). Weiterhin fordern sie die
Tumorangiogenese, indem sie zu endothelartigen Zellen oder Perizyten differenzieren, die
pro-angiogenetische Faktoren (z. B. Ang-1, VEGF, PDGF, FGF) bilden kénnen (Rhee et al.,
2015). Durch die vermehrte Sekretion der Zytokine HGF, EGF, PDGF und TGF-$ wird
zusatzlich die EMT (siehe 1.3.2.1) verstarkt (Chang et al.,, 2015; Karnoub et al,, 2007; Rhee
et al, 2015). In Zusammenschau der aktuellen Datenlage beschreiben die Studien
tiberwiegend eine tumorférdernde Wirkung der MSC (Lee and Hong, 2017). Es wurden
aber auch anti-onkogene Funktionen beschrieben (Grisendi et al., 2016; Hong et al., 2014;
Norozi et al., 2016). Die Rolle der MSC fiir die Tumorprogression steht im Mittelpunkt
wissenschaftlicher Debatten und die molekularen Mechanismen sind noch nicht

vollkommen ergriindet.

Immuno- Anti-apoptotische Wirkung
suppression — —_—>
Forderung der Angiogenese Wechselwirkung mit
Krebsstammzellen

Stimulation der EMT

Abb. 1.4:

Ubersicht iiber die pro-onkogenen Funktionen von MSC.

Zwar existieren Quellen, die den MSC neben den genannten pro-onkogenen Funktionen auch anti-onkogene Eigenschaften
zuschreiben; jedoch ist im Zusammenspiel mit nach einer chirurgischen Intervention ablaufenden Prozessen (siehe 1.3.2)
von einem Uberwiegen der tumorpromovierenden Wirkung auszugehen, welche die MSC als ,,ambulatory cells“ im Rahmen
der Wundheilung charakteristischerweise ausiiben.
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1.3.2 Wundheilung als Unterstiitzung der Tumorgenese

Die Wundheilung kann in die Stadien der Exsudation, Resorption, Proliferation und
Reparation eingeteilt werden. Sie findet durch eine Interaktion von Epithel-, Endothel- und
Entziindungszellen, Thrombozyten und Fibroblasten sowie mittels einer Freisetzung von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren statt. In die Wundheilung involviert sind die
Inflammation, Chemotaxis, Angiogenese, das Remodelling sowie die Produktion der EZM.
Wahrend der Tumorgenese laufen dhnliche Prozesse ab, jedoch unterliegen diese einer
abweichenden Regulation, die durch eine Dysbalance wachstumsférdernder
und -hemmender Faktoren zu anhaltender Zellaktivitat und exzessiver Stromagenerierung

fiihrt (Hofer et al., 1999).

EP ResP . PP RepP

Vaso- Vaso-
konstriktio dilatation

Minuten Stunden Tage Wochen Monate Jahre
Abb. 1.5:

Schematische Darstellung der im Rahmen der Wundheilung ablaufenden Prozesse iiber die Zeit.

EP = Exsudationsphase, ResP = Resorptionsphase, PP = Proliferationsphase, RepP = Reparationsphase. Viele der im Rahmen
der Wundheilung ablaufenden Prozesse (wie beispielsweise Angiogenese, Inflammation, Remodelling) sind auch der
Tumorgenese zutraglich, unterliegen hierbei jedoch einer entkoppelten Regulation (Hofer et al., 1999).

1889 veroffentlichte Paget in seiner ,seed-and-soil“-Hypothese die Auffassung, dass ein
Tumor erst entstehen kann, wenn einzelne maligne Zellen (,the seed“) auf ein fir ihr
weiteres Wachstum zutragliches Mikromilieu (,the soil“) treffen (Paget, 1889). Die
Wundhohle mit den in ihr ablaufenden, oben dargelegten Prozessen der Wundheilung
bietet dieser Theorie folgend ideale Bedingungen, sowohl fiir nachwachsendes, gesundes
Gewebe als auch fiir residuale Tumorzellen. Die dem Tumorwachstum zutragliche Wirkung
der chirurgischen Exzision konnte sowohl klinisch als auch experimentell belegt werden
(Ceelen et al., 2014; Coffey et al., 2003). Lokalrezidive eines Mammakarzinoms entstehen
in bis zu 90 % der Falle in unmittelbarer Nahe der ehemaligen Lokalisation des exzidierten

Primarius (Kurtz et al.,, 1989), was eine Beteiligung der im lokalen Milieu ablaufenden
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Wundheilungsprozesse impliziert. In einer retrospektiven Studie ergab die grafische
Analyse der zeitbezogenen Sterblichkeitsrate bei Patientinnen nach Mastektomie einen
doppelgipfeligen Verlauf, die der unbehandelten Patientinnen nur einen singuliaren Peak.
Daraus wurde geschlossen, dass der ,natiirliche Verlauf der Krebserkrankung durch die
chirurgische Intervention advers verdandert wird (Demicheli et al, 2001). Auch in
experimentellen Ansitzen zeigte sich der stimulierende Einfluss wundassoziierter
Faktoren auf die Tumorentstehung: Bei Mausen bewirkt eine lokale Verwundung ein
verstarktes Wachstum subkutan injizierter Brustkrebszellen. Der Effekt lokaler
Verwundung auf das Tumorwachstum zeigte sich nicht bei immundefizienten Mausen,
sodass ein T-Zell-vermittelter Mechanismus vermutet wurde (Stuelten et al., 2008). Auch
fiir andere Tumorentitdten zeigten sich vergleichbare Beobachtungen (Abramovitch et al.,
1999; Hofer et al., 1998).

Ebenso ist der Zeitpunkt des Zusammentreffens von residualen Tumorzellen mit dem
modifizierten Mikromilieu ein entscheidender Faktor: Zeamari et al. untersuchten bei
Mausen das Wachstum von Krebszellen innerhalb von Granulationsgewebe zu mehreren
Zeitpunkten, um das tumorigene Potenzial verschiedener Phasen der Wundheilung zu
analysieren. Der Inokulation von Krebszellen 8 Stunden bis 3 Tage nach dem Beginn des
Wundheilungsvorganges folgte laut ihren Ergebnissen ein signifikant hoheres
Tumorwachstum, verglichen mit einer Einbringung der Tumorzellen im Zeitraum von 10
bis 28 Tagen nach Wundgenerierung (Zeamari et al., 2004).

Nach konventionellem Verstdndnis sind fiir den beobachteten Effekt in erster Linie zwei
Mechanismen verantwortlich. Zum einen generieren in die Wundhohle einwandernde
Immunzellen und deren Entziindungsmediatoren nach einem chirurgischen Trauma einen
Inflammationszustand. Dabei ist die Infiltration des Tumorgewebes mit Lymphozyten mit
einer glinstigeren Prognose assoziiert (de Visser et al., 2006), wahrend eine Pradominanz
von Makrophagen aufgrund deren starker, vielseitiger Mediatorenausschiittung mit einem
gesteigerten Risiko flir das Tumorwachstum einhergeht (Chen et al., 2005; Hagemann et
al,, 2005).

Zum anderen existiert die Theorie, dass der noch nicht entfernte Primarius die
Sekundarfoci mit anti-angiogenen und anti-proliferativen Faktoren in einem Stadium der
sogenannten ,Dormanz”“ halt. Ein Wegfall dieser hemmenden Faktoren durch Entfernung
des Primartumors wiirde dann eine Reaktivierung der Filiae induzieren (Ceelen et al,,
2007). Dies kann fiir das Auftreten von Friihrezidiven bei Brustkrebspatientinnen mit

alleiniger Operation verantwortlich sein (Baum et al., 2005).

16



EINLEITUNG

Aus den obigen Ausfiihrungen wird ersichtlich, dass ein chirurgischer Eingriff im
Tumorbett das Risiko sowohl fiir die Entstehung von Lokalrezidiven als auch von
Fernmetastasen erhohen kann. Die zunehmende Abhangigkeit von Blutgefafien stellt dabei
fiir maligne Zellen einen relevanten Grund dar, den Primartumor zu verlassen und sich
uiber die systemische Zirkulation umzusiedeln. Die wenigsten Zellen des Primarius weisen
primdr metastatisches Potenzial auf (Fidler, 2003; Weiss, 1986). Zur Erlangung

entsprechender Eigenschaften spielt die EMT eine entscheidende Rolle.

1.3.2.1 Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) im Rahmen der Wundheilung

Physiologisch findet die EMT im Rahmen der Gastrulation und der Wundheilung statt.
Dabei erlangen epitheliale Zellen sowohl die Morphologie als auch die funktionellen
Charakteristika von Fibroblasten. Dieselben komplexen, zellularen Mechanismen, die die
Zellmigration und -invasion bei der Embryogenese und der physiologischen Wundheilung
ermoglichen, werden bei der Tumormetastasierung wieder durchlaufen. Dies legt nahe,
dass ein vorbestehendes genetisches Programm an einem gewissen Punkt des Verlaufes
einer Krebserkrankung wieder aktiviert wird (Formenti and Demaria, 2008).

Der im Rahmen der Wundheilung ablaufende Prozess der EMT stellt eine Moglichkeit dar,
epithelialen Tumorzellen invasive Eigenschaften eines mesenchymalen Phanotyps sowie
Stammzellcharakteristika zu vermitteln (Chang et al., 2015; Formenti and Demaria, 2008).
Durch eine Modifikation des DNA-Expressionsprofiles diverser Transkriptionsfaktoren
verlieren die Tumorzellen ihren epithelialen Charakter und erlangen eine dedifferenzierte,
motile, spindelférmige Morphologie (Bolos et al.,, 2003). Wie bereits im Kapitel 1.3.1.2
vorweggenommen, konnen MSC die EMT von Tumorzellen in entscheidendem Mafie
fordern (Chang et al., 2015). Beispielsweise kann das durch Neoplasien und chirurgische
Trauma vorliegende inflammatorische Milieu die MSC zu einer Sekretion bestimmter
Zytokine (wie TGF-f3) anregen, die die EMT in Tumorzellen direkt induzieren (Trivanovic
et al, 2016; Zhou et al,, 2016). Zudem konnen MSC zur Degradierung der EZM beitragen
(Zhang et al., 2014), was zu einer Reorganisation des Tumormikromilieus fithren und die
Verfiigbarkeit EMT-fordernder Wachstumsfaktoren steigern kann (Trivanovic et al., 2018).
Auf diesen oben beschriebenen vielfdltigen Interaktionen griindet sich die Theorie, dass
eine Unterbindung der EMT von Tumorzellen eine Moglichkeit darstellt, die Wirksamkeit
bereits im klinischen Alltag eingesetzter systemischer Therapien zu verbessern und die

Bildung therapieresistenter Krebszellen zu reduzieren (Trivanovic et al., 2018).
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1.3.3 Einfluss ionisierender Strahlung auf das Tumorbett

Uber Jahrzehnte wurde die Effektivitit einer lokalen Radiotherapie mit ionisierender
Strahlung in erster Linie auf die direkte biologische Wirkung auf die Tumorzellen reduziert.
Der Tumorbetteffekt, der die proliferationshemmende Wirkung einer Radiatio auf ein
bestrahltes Gewebe beschreibt, ist direkt nach der Bestrahlung am hochsten und nimmt im
weiteren Verlauf stetig ab (Haveman et al., 2007). Deswegen fiihrt der Einfluss einer
Radiatio zu einem mdglichst frithen Zeitpunkt nach chirurgischer Intervention zu einer
wesentlich starkeren Hemmung des Tumorwachstums. Die Modifikation des Mikromilieus

stellt in diesem Zusammenspiel wohl eine entscheidende Rolle (vgl. Abb. 1.6).

\\
——
Tumorbetteffekt der Radiotherapie S
[
[ s
Antitumorigener Effekt el

Tumorigenes Potential der Wundheilung

zeitlicher Verlauf

Abb. 1.6:
Visualisierung des Zusammenspiels der Effekte chirurgischer und radiotherapeutischer Interventionen und des daraus
resultierenden antitumorigenen Effektes liber die Zeit.

In jiingster Zeit wuchs die Erkenntnis, dass auch Wirkungen auf das Tumorbett eine
entscheidende Rolle bei der Beeinflussung der Krebserkrankung spielen. Der Begriff des
»,abscopalen Effektes“ beschreibt die Reduktion des Tumorwachstums aufierhalb des
Bestrahlungsfeldes. Bereits zuvor wurde dargelegt, dass die verbesserte lokale
Tumorkontrolle zur Reduktion der brustkrebsspezifischen Mortalitat fiihrt (Clarke et al.,
2005; Darby et al.,, 2011). Eine Radiatio bei Mausen mit in beide Flanken implantierten
Mammakarzinomen verringert nicht nur das Wachstum des bestrahlten, sondern auch des
unbestrahlten Herdes, wenn zuvor die Zahl dendritischer Zellen durch die Gabe von Flt3-
Ligand erhoht wurde (Demaria et al., 2004). Dies verdeutlicht die Relevanz des
Immunsystems fiir den abscopalen Effekt. Formenti und Demaria entwickelten hieraus,
dass eine Beteiligung des Immunsystems mit dem Tumorbett als zentrales Steuerelement
die systemische Wirkung einer lokalen Bestrahlung vermittelt (Formenti and Demaria,
2009). Der Grofdteil bisher publizierter Daten bezliglich der lokalen Auswirkungen einer

Bestrahlung bezieht sich dabei auf die konventionelle, perkutane Radiotherapie (EBRT).
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1.3.3.1 Immunologische Aspekte lokaler Tumorkontrolle durch Radiotherapie

Die immunmodulatorischen Effekte auf Zellniveau scheinen abhangig von der applizierten
Strahlendosis zu sein. Niedrige Strahlendosen bewirken eine Aktivierung des angeborenen
Immunsystems, flihren jedoch nicht zum Zelltod. Unter dem Einfluss diverser
Immunzellpopulationen des Mikromilieus kann diese Situation der Entstehung von
Neoplasien sogar zutraglich sein (Coates et al., 2008; Wright and Coates, 2006). Hohe
Strahlendosen hingegen scheinen einen T-Zell-vermittelten, antineoplastischen Effekt zu
haben. Zudem beeinflusste die Fraktionierung der Gesamtstrahlendosis in einer
praklinischen Studie die Wirkung, sodass diese anti-tumorigene Immunantwort einer
hochdosierten Strahlentherapie durch deren Fraktionierung aufgehoben wurde (Lee et al,,
2009).

Den radiobiologischen Ansatz zur Erklarung der Effekte einer Strahlentherapie liefern die
durch ionisierende Strahlung verursachten DNA-Schaden, als , die 5 Rs der Radiobiologie”
zusammengefasst: Radiosensitivitdt, Reoxygenierung, Redistribution innerhalb des
Zellzyklus, DNA-Reparatur und Repopulation (Steel et al., 1989). Diesem Modell zufolge
entsteht die Strahlenwirkung durch direkte Schadigung der DNA der Tumorzellen oder
durch die Generierung freier Radikale wie ROS (reactive oxygen species), die zum Zelltod
fithren (de la Cruz-Merino et al.,, 2014).

Essenziell fiir eine erfolgreiche Radiotherapie ist jedoch ebenso die Fahigkeit des gesunden
Gewebes, Kollateralschdaden zu tiberstehen. Dafiir sind iiberlebende Zellen nétig, die tiber
Zwischenschritte die Bildung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Chemokinen und
Oberflaichenmarkern im Tumorbett induzieren. Diese Modulation des lokalen Milieus
liefert letztendlich die bendtigten molekularen Signale zur Induktion einer effektiven
Immunantwort (Demaria and Formenti, 2007). Nach aktuellen Erkenntnissen sind in diese
Reaktion sowohl das angeborene als auch das erworbene Immunsystem involviert. Die
dafiir bedeutende Aktivierung unterschiedlicher T-Zell-Typen kann durch diverse
molekulare Mechanismen herbeigefiihrt werden (de la Cruz-Merino et al., 2014; Shiao and
Coussens, 2010). Auch die Abfolge physikalischer Ereignisse ist entscheidend fiir die
immunvermittelte Effektivitit einer Radiotherapie. Uber das Lymphsystem wandern mit
Tumorantigenen beladene dendritische Zellen in lokale Lymphknoten, wo sie T-Zellen
aktivieren. Diese T-Effektorzellen erreichen das Tumorbett durch den bei stattfindender
Bestrahlung aufgebauten Gradienten bestimmter Zytokine (z. B. CXCL16), was in einer
verstarkten lokalen Immunantwort resultiert (Matsumura and Demaria, 2010).

Anschliefsend konnen die Immunzellen leichter zu den Tumorzellen durchdringen, was vor

19



EINLEITUNG

der Radiatio durch die neoplastisch bedingte, gestorte Zellarchitektur schwer moglich war
(Lugade et al,, 2005; Lugade et al., 2008). Wenn die zytotoxischen Lymphozyten bereits im
Tumorbett sind, wird die Imnmunantwort durch eine zusatzlich gesteigerte Expression von
Todesrezeptoren (z. B. Fas-Rezeptor) verstarkt (Chakraborty et al., 2004; Sheard, 2001).
So lasst sich zusammenfassen, dass eine Bestrahlung die Eigenschaften des Mikromilieus
verandert und die Zuganglichkeit fiir das Immunsystem vereinfacht. Das kann die
Auswirkungen einer Radiatio durch direkte und indirekte Gewebeschadigung sowie durch

immunomodulatorische Mechanismen unterstiitzen (de la Cruz-Merino et al., 2014).

1.3.3.2 Einfluss ionisierender Strahlung auf MSC

Aufgrund der bereits dargelegten Relevanz der MSC fiir die Tumorgenese ist deren
Verhalten bei ionisierender Strahlung von zentralem Interesse. Der Grofiteil bisheriger
Studien untersucht das Verhalten der MSC bei postoperativer Radiatio, wie sie z. B. bei
einer Knochenmarksablation zum Einsatz kommt. Studien liber die Auswirkung einer in-
vivo-Bestrahlung mit 20 Gy auf MSC, wie es bei der IORT der Fall ist, sind bislang nicht
veroffentlicht. Aufgrund ihres regenerativen Potenzials werden die MSC als
vielversprechende Kandidaten in der klinischen Anwendung betrachtet, beispielsweise in
der Stammzelltransplantation bei hamatoonkologischen Erkrankungen. Dabei zeigte sich,
dass sie der Regeneration von bestrahltem Gewebe zutragliche, radioprotektive und
teilweise auch radioresistente Eigenschaften aufweisen (Chapel et al., 2013; Chen et al,,
2006; D'Andrea et al., 2012; Nicolay et al., 2015a; Nicolay et al., 2013). Was als Nutzen bei
einer erfolgreichen Geweberegeneration betrachtet wird, kann von Nachteil bei der
therapeutischen Radiatio des Mammakarzinoms sein, sollten sich die schiitzenden
Eigenschaften der MSC neben physiologischem Gewebe auch auf residuale Tumorzellen
auswirken. Allerdings zeigten sich die genannten Beobachtungen bei deutlich geringeren
Strahlendosen als jene einer IORT. Zudem fand die Radiatio in vielen Fallen nicht in vivo,
sondern isoliert in vitro statt, sodass Interaktionen mit dem Tumorbett sowie dem durch
die Bestrahlung aktivierten Inmunsystem unberticksichtigt blieben. Die Auswirkung einer
Radiatio im Setting einer IORT auf das Verhalten der MSC ist daher relevant im Hinblick auf
eine mogliche Verbesserung des onkologischen Outcomes durch die Veranderung lokaler

immunologischer Faktoren.
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1.3.3.3 Einfluss einer I0ORT auf lokale immunologische Faktoren

Die Effektivitat der IORT konnte, wie im Kapitel 1.2.2 ausgefiihrt, in klinischer Evidenz
belegt werden. Bisher publizierte Erkenntnisse begriinden die Wirkung einer IORT v. a. mit
der Inaktivierung residualer Tumorzellen durch eine Uberlastung ihrer DNA-
Reparationsmechanismen und daraus resultierender genomischer Instabilitat. Aufderdem
findet die Elimination verbliebener maligner Zellen bereits intraoperativ statt, was folglich
deren Kontakt mit dem proliferationsférdernden Milieu der heilenden Wundhohle in
entscheidendem Maf? unterbindet (Herskind et al., 2017).

Wenige experimentelle Arbeiten beschreiben den Effekt einer IORT auf das lokale Milieu
bzw. den Tumorbetteffekt. Einen wesentlichen Beitrag zum Verstindnis lokaler
Wirkungsmechanismen der IORT leistete die Arbeit von Belletti et al.: In ihrer Studie
untersuchten sie reprasentativ fiir das lokale Milieu der Wundhohle die funktionellen und
proteomischen Eigenschaften der Wundfliissigkeit (im Folgenden WF), die 24 Stunden
nach BET mit und ohne IORT aus den im Tumorbett einliegenden Drainagen der
Brustkrebspatientinnen gewonnen wurde. Die IORT verdnderte die molekulare
Zusammensetzung sowie die biologische Aktivitit der WF wund damit die
Wachstumsbedingungen im Tumorbett, tendenziell zu Ungunsten einer Rezidivbildung
(Belletti et al., 2008): Wachstum, Migration sowie Invasion der Brustkrebszellen wurden
durch die Applikation bestrahlter WF signifikant eingeschrankt. Die Autoren nannten
veranderte Konzentrationen der Faktoren HGF, IL-10, IL-13, IL-5, IL-1f3 sowie Leptin in
intraoperativ bestrahlter WF als potenzielle Mediatoren ihrer veranderten Wirksamkeit.
Jedoch kénnen nur fiir zwei getestete Faktoren (IL-10 und IL-13) signifikanzindizierende
p-Werte genannt werden; die restlichen p-Werte liegen iliber dem gewahlten
Signifikanzniveau von 0,05 (bei HGF der Fall) oder werden nicht angegeben. Weitere
Studien, die den Einfluss einer IORT auf ein vergleichbar breites Spektrum an Zytokinen
und Wachstumsfaktoren untersuchen, existieren bisher nicht. Wir entwarfen unsere
Arbeit, um die genannten Ergebnisse nachzuvollziehen und durch komplett
individualisierte Analyse veranderter Faktoren eine hohe statistische Genauigkeit der
Daten zu gewadhrleisten. Weiterhin untersuchten wir den Einfluss auf funktionelle
Eigenschaften von MSC, welche als zentrale Vermittler im Tumorbett Einfluss auf
zahlreiche immunologische Vorgiange ausiiben und damit das Potential zu einer

tumorfordernden Konditionierung des Mikromilieus aufweisen.
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2.ZIELSETZUNG

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss der IORT auf diverse Komponenten des

lokalen Immunsystems im Tumorbett zu untersuchen. Hierbei wurden Aspekte der

zellularen sowie der humoralen Abwehr betrachtet. Neben MSC aus dem Gewebe, wurden

Immunzellen und sezernierte Faktoren aus der Wundfliissigkeit analysiert. Wir

adressierten auch, ob die humoralen Faktoren zu einer veranderten Funktion von MSC

beitragen.

Die Analyse zellularer Immunfaktoren des Tumorbettes umfasst folgende Komponenten:

Ein Ziel der Studie war es festzustellen, ob eine IORT die Zusammensetzung von
MSC im Wundbett verdndert. Hierfiir wurden MSC aus Gewebebiopsaten des
Tumorbetts von IORT und Nicht-IORT Patientinnen isoliert. Es wurde neben der
Bestimmung der Vitalitdt, des Wachstumspotenziales sowie des Immunphénotyps
auch eine Analyse des MSC- Differenzierungspotentiales durchgefiihrt.

Eine zweite Frage war, ob sich die zellulare Zusammensetzung der Inmunzellen im
Wundbett durch eine IORT verandert. Mittels Durchflusszytometrie, erfolgten
Vitalitatsbestimmungen, Messungen des Aktivierungszustandes und
Untersuchungen der Komposition der leukozytdren Fraktion der postoperativ
gewonnenen WF im Vergleich zu jener des peripheren Blutes hinsichtlich der
mengenmafdigen Alteration sowohl der myeloiden Reihe (beinhaltend
Monozyten/Makrophagen, neutrophile Granulozyten, dendritische Zellen) als auch
der lymphoiden Reihe (bestehend aus diversen T-Zell-Subpopulationen inkl.

regulatorischer T-Zellen sowie NK-Zellen) unter der Anwendung einer IORT.

Die Analyse der lokalen humoralen Antwort erfolgte durch Zytokin-Analysen und

funktionale Untersuchungen der postoperativ gewonnenen WF:
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Um den Einfluss einer IORT auf die Zytokinprofile der WF zu erforschen, wurden
zunachst alterierte Faktoren durch ein Screeningverfahren identifiziert und die
Verdanderung anschlief3end selektiv quantifiziert.

Der Einfluss dieser Alterationen auf das Verhalten von MSC und Brustkrebszellen

wurde durch die Verwendung der WF als Medienzusatz funktional analysiert.
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Hierzu wurden die genannten Zelltypen auf Verdnderungen der Zellproliferation,
der Wundheilungsfahigkeit sowie des Migrationsverhaltens untersucht.
Zusatzlich wurde untersucht, ob auch das Sekretom der MSC des Tumorbetts durch

den Zusatz der WF zum Kulturmedium beeinflusst wird.
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3.PATIENTINNEN UND METHODEN

3.1 Rekrutierung

Insgesamt wurden 42 Patientinnen, die zwischen Mai 2015 und April 2018 in der
Frauenklinik der Universititsmedizin Mannheim eine BET erhielten, in die Studie

eingeschlossen. Einschlusskriterien der Studie waren:

e Weibliches Geschlecht

e Erstdiagnose eines Mammakarzinoms ipsilateral

e Nachweis eines invasiven Karzinoms in der prdoperativ durchgefiihrten
Stanzbiopsie

e Durchfiihrung einer primar operativen, brusterhaltenden Therapie, ggf. mit IORT.

Alle Patientinnen wurden im Vorfeld iiber die im Rahmen der Studie erfolgenden
Mafinahmen sowie bestehenden Risiken und Komplikationen informiert und bestatigten
mit ihrer Unterschrift ihr Einverstandnis zur Teilnahme an dieser Studie. Im Vorfeld
stimmte die Ethikkommission II der Universitat Heidelberg der Initiierung der Studie

(Ethikvotum Nr. 2013-589N-MA) zu.

Studienkollektiv

(n=21) " 10RT ||
Kontrollkollektiv
(n=21) |_SNB__|
Tumorbett- Tumorbett- Redon ex
Biopsie Biopsie 24h post-OP
»pre” »post”

Abb. 3.1:

Schematische Darstellung des Studienablaufs.

Patientinnen des Studienkollektivs erhielten eine IORT, wadhrend bei Patientinnen des Kontrollkollektives eine entsprechende
Latenzzeit durch die in der Zwischenzeit durchgefiihrte Sentinellymphonodektomie (sentinel node biopsy, SNB) eingehalten
wurde. Allen Patientinnen wurden jeweils vor und nach IORT bzw. SNB eine Gewebeprobe des Tumorbettes entnommen (vgl.

Kapitel 3.2.1). Zusétzlich wurde 24 Stunden nach der Operation eine EDTA-Blutprobe und WF aus den Redon-Drainagen
gewonnen (vgl. Kapitel 3.2.2).
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Es erfolgte eine Aufteilung in zwei Gruppen: Die Patientinnen der IORT-Gruppe (n = 21)
erfuhren unmittelbar nach der Exzision des Tumors eine IORT mit dem INTRABEAM®-
System, wahrend die Patientinnen der Kontrollgruppe (n = 21) intraoperativ unbestrahlt
blieben. Ein Uberblick iiber den allgemeinen Studienablauf inkl. der Zeitpunkte der
Probenentnahmen verschafft Abb. 3.1. Die Diagramme 3.1 und 3.2 bestdtigen die
Vergleichbarkeit der Kontroll- und IORT-Gruppe.

Das Alter der Patientinnen der IORT-Gruppe lag zum OP-Zeitpunkt im Bereich von 47 bis
85 Jahren (Medianwert 64 Jahre), jenes der Patientinnen der Kontrollgruppe zwischen 34
und 78 Jahren (Medianwert 56 Jahre); hier lag kein signifikanter Unterschied vor. Die
beiden Gruppen sind hinsichtlich der Verteilung der histologischen Subtypen und der

molekularen Phanotypen vergleichbar (siehe Diagramme 3.2 und 3.3).

100 % 2,8%
B 0b 14,3%
80 %
60 %
40 % 81,0% 81,0%
20%
0%
IORT Kontrollen

ENST Olobular Otubular

Diagramm 3.1:
Verteilung der histologischen Subtypen des Mammakarzinoms innerhalb der IORT-Gruppe sowie der Kontrollgruppe, n = 42
(21 IORT, 21 Kontrollen).

100 % e
4,8%
80 % 38,1%
33,3%
60 %
40 %
57,1% 61,9%
20%
0%
IORT Kontrollen
ELuminal A OLuminal B (HER2 negativ)

OLuminal B (HER2 positiv) OTNBC

Diagramm 3.2:
Verteilung der molekularen Phdnotypen des Mammakarzinoms innerhalb der IORT-Gruppe sowie der Kontrollgruppe, n = 42
(21 IORT, 21 Kontrollen). HER2 = human epidermal growth factor receptor 2, TNBC = triple negative breast cancer.
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3.2 Probengewinnung und Asservierung

3.2.1 Isolation von MSC aus Brustgewebe

Die unter sterilen Kautelen entnommenen Tumorbett-Biopsate wurden bis zur
Weiterverarbeitung bei Raumtemperatur (RT) gelagert. Die Isolation der MSC erfolgte
mittels Kollagenaseverdau (Collagenase 1 0,075 %, Sigma-Aldrich) gemafs etablierten
Protokollen (Kocaoemer et al., 2007). Im Verlauf erfolgte die Kultivierung (siehe 3.5.1.1)
sowie die Charakterisierung (siehe 3.3) der MSC entsprechend folgendem Ablaufschema

hinsichtlich der Passagierung der Zellen:

Isolation pO
Wegfrieren der Zellen
fiir Live-Imaging <
Experimente \
Expansion pl
A
Qualitativer p2

Differenzierungsassay

|

MSC-Charakterisierung 3
mittels FACS P
Abb. 3.2:
Ubersicht {iber den Ablauf der fiir die Charakterisierung der MSC durchgefiihrten Experimente entsprechend der Generation
(p = Passage) der primar isolierten MSC. Um die frisch isolierten MSC (p0) zu vermehren und zu konservieren, erfolgte zundchst
ein Expansionsschritt zu pl, bei dem die Zellen in niedriger Passage fiir zukiinftige Zellkultur-Experimente (siehe 3.5)

weggefroren wurden. In den darauffolgenden Generationen fanden qualitative Differenzierungsassays (DA, siehe 3.3.1) in p2
sowie die FACS-Charakterisierung anhand der Oberflachenmarker (siehe 3.3.2) in p3 statt.

3.2.2 Gewinnung, Prozessierung und Asservierung der Wundfliissigkeit

24 Stunden nach der Operation wurde die Flasche der Redon-Drainage entfernt und deren
Inhalt unter sterilen Bedingungen in ein 50 mL-Roéhrchen tiberfiihrt. Nach Zentrifugation
und Lyse der Erythrozyten folgte eine Zellzidhlung mithilfe des CASY® Systems und eine
Einstellung einer definierten Zellzahl. Der Anteil der Zellen, der nicht direkt fiir
durchflusszytometrische Analysen (siehe 3.4.1) weiterverwendet wurde, wurde in
Einfriermedium aufgenommen und in der Gasphase fliissigen Stickstoffs bei -173° C

asserviert.
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3.2.3 Isolation mononukledrer Zellen aus peripherem Blut

Unter PBMC (= peripheral blood mononuclear cells) versteht man die Fraktion der
einkernigen Zellen im peripheren Blut (v. a. Lymphozyten und Monozyten), die einen
runden Zellkern besitzen und wichtige Funktionen des Immunsystems tibernehmen. Fir
deren Isolation wurde den Patientinnen am ersten postoperativen Tag eine Probe
peripheren Blutes in einem EDTA-R6hrchen abgenommen und parallel zum Inhalt der
Redon-Drainage mitprozessiert. Zunachst erfolgte - analog zur Vorgehensweise mit den
Zellen der WF - eine Lyse der Erythrozyten mit einer anschlief3enden Zellzdhlung. Nach der
Einstellung einer definierten Zellzahl wurde auch bei den PBMC der Anteil der Zellen,
welcher nicht umgehend in der Durchflusszytometrie Verwendung fand, in

Einfriermedium iiberfiihrt und im Stickstofftank bei -173° C gelagert.
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3.3 Charakterisierung der MSC aus Brustgewebe

Nach der Zellisolation aus den Brustgewebebiopsaten (siehe 3.2.1) wurde verifiziert, dass
es sich bei der isolierten Zellfraktion tatsdchlich um MSC mit Multilinien-
Differenzierungspotential und typischem Oberflachen-Markerprofil entsprechend der im
Kapitel 1.3.1.2 beschriebenen Kriterien der ISCT handelte. Anschlieffend wurden
Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen herausgearbeitet. Wir erfassten die
grundsatzliche Kultivierbarkeit, das qualitative Differenzierungspotential sowie die

Expression der entsprechenden Oberflachenmarker.

3.3.1 Qualitative Differenzierungs-Assays (DA)

In diesem Versuch wurde untersucht, ob sich die isolierten MSC unter Inkubation mit
entsprechenden Differenzierungsmedien zu Fett- bzw. Knochengewebe differenzieren. Da
sich in Vorversuchen der Nachweis der chondrogenen Differenzierung als schwer

reproduzierbar erwiesen hatte, wurde auf diesen Nachweis verzichtet.

3.3.1.1 Adipogener DA und Olrot O-Férbung

Flr die adipogene Differenzierung wurden die MSC gemaf? etablierter Protokolle (Bieback
et al.,, 2010; Bieback et al,, 2009) fiir eine Gesamtkultivierungsdauer von 14-21 Tagen in
adipogenem Differenzierungsmedium (ADM, PromoCell) kultiviert. Eine entsprechende
Negativkontrolle unter Kultivierung in DMEM-FCS wurde mitgefiihrt. Anschlief3end
wurden die Zellen der Olrot O-Fiarbung unterzogen. Dabei wurden die Zellen zunéchst in
Formalin fixiert und durch Zugabe von Isopropanol entwassert, danach wurden die im
Rahmen der Differenzierung entstandenen Fettvakuolen mit Olrot O-Lésung angefirbt.
Daraufhin erfolgte die mikroskopische Beurteilung und Auswertung mittels

Phasenkontrastfotografie.

3.3.1.2 Osteogener DA und Von-Kossa-Fdrbung

Analog zum Ansatz der adipogenen Differenzierung wurden die MSC gemaf3 etablierter
Protokolle (Bieback et al., 2010; Bieback et al., 2009) fiir eine Gesamtkultivierungsdauer
von 14-21 Tagen in osteogenem Differenzierungsmedium (ODM) kultiviert. Auch hier
wurde eine entsprechende Negativkontrolle unter Kultivierung in DMEM-FCS mitgefiihrt.
Dann wurden die Zellen der Von-Kossa-Farbung unterzogen. Dabei wurden sie nach

initialer Fixation zundchst mit 5 % Silbernitratlésung und anschlief}end mit 1 % Pyrogallol-

28



PATIENTINNEN UND METHODEN

Losung inkubiert. Nach erneuter Fixation mit Natriumthiosulfat konnte die

mikroskopische Beurteilung mit Fotodokumentation vorgenommen werden.

3.3.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung der MSC

Die Kriterien der ISCT (Dominici et al., 2006) umfassen u. a. die zwingende Expression der
Oberflachenmarker CD29, CD73, CD90, CD105 und HLA-ABC. Gleichzeitig beinhaltete das
von uns verwendete MSC-Panel eine Untersuchung auf hdmatopoetische Marker, die laut
den Vorgaben des ISCT bei den MSC abwesend sein miissen (siehe Tabelle 8.1). Zusatzlich
wurde gemadfd dem angewendeten Protokoll der Lebend/Tot-Farbstoff 7-
Aminoactinomycin (7-AAD) verwendet, der nach nur in tote Zellen eindringen kann und
der nach Interkalierung sein Fluoreszenzemissionsspektrum verandert und damit eine

Quantifizierung ermdglicht.

Vorgehen:

In 5 FACS-Tubes wurden jeweils 5x104 - 1x105 der zu untersuchenden MSC (p3) in 100 pL
FACS-Puffer transferiert. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden erfolgte zunachst eine
Inkubation mit 10 puL FcR Blocking Reagent pro Tube (5 Min., RT). Anschliefiend wurden
vortitrierte der in Tabelle 8.1 genannten Antikérper dazugegeben, mit einer
darauffolgenden lichtgeschiitzten Inkubation fiir 20 Min. bei 4° C inkubiert. Dann wurden
pro FACS-Tube 2 mL CellWASH pipettiert und die Mischung wurde bei RT fiir 4 Min. und
420 g zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes folgte ein weiterer Waschschritt mit
2 mL CellWASH pro Tube mit anschlief3ender Zentrifugation (4 Min., 420 g). Bis zur Analyse
der Zellen wurden die Tubes bei 4° C gelagert. Die Analyse mit dem FACS Canto II fand nach
der Zugabe von 0,5 pL 7-AAD und einer Inkubationszeit von 10-30 Min. bei RT statt. Eine
schematische Darstellung des Panels mit allen verwendeten Antikérpern inkl.
entsprechender Fluorochrome findet sich im tabellarischen Anhang (Tabelle 8.1). Zur
Auswertung wurde zunachst die typische Zellpopulation anhand ihrer Gréfde und
Granularitit erfasst. Am Ende erfolgte gemaf$ des etablierten MSC-Panels die Detektion der
Antigene CD29, CD73, CD90, CD45, CD105, CD31, HLA-DR und HLA-ABC. Zur Identifikation
der MSC fand ebenso die Uberpriifung auf himatopoetische Marker statt (vgl. Tabelle 8.1),

die bei den MSC nicht vorhanden sein dirfen.
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3.4 Analyse der Wundfliissigkeit (WF)

3.4.1 Durchflusszytometrische Analyse

Die Durchflusszytometrie erfolgte unmittelbar nach der Probengewinnung, d. h. am ersten
postoperativen Tag, unter Verwendung der aus der Redon-WF sowie der EDTA-Blutprobe
gewonnenen Zellisolate in einer Zellkonzentration von 1x107/mL (siehe 3.2.2). Waren zu
wenig Zellen isolierbar, konnte die Probe nicht durchflusszytometrisch analysiert werden.
Besondere Bedeutung kommt hier der Subkategorisierung der NK-Zellen zu, welche den
zentralen Bestandteil der tumoriziden, lymphozytiren Immunabwehr bilden. Von
entscheidender Wichtigkeit fliir deren Tumorzellen-eliminierende Wirkung sind die
Oberflaichenmarker CD56 sowie CD16, denn eine hohe Expression dieser (entsprechend
einem CD16+/CD56bright-Phdnotyp) ist mit einer gesteigerten Elimination von Tumorzellen
assoziiert. Der CD56bright-Phianotyp ist in erster Linie zur Produktion von Zytokinen
befahigt, wahrend der CD564m-Phanotyp v. a. im peripheren Blut vorkommt und vorrangig

zytotoxisch wirkt (Takahashi et al., 2007).

3.4.1.1 Detektion und Aktivitdtsbestimmung myeloider und T-lymphoider Zellen

Mittels FACS wurden die Zelltypen myeloiden und lymphoiden Ursprungs aus den WF der
Redon-Drainagen sowie die aus den EDTA-Blutproben isolierten PBMC analysiert.

Um Interferenzen der Fluorochrome bei der mehrfarb-Analyse auszuschliefden, wurden
sogenannte FMO-(,fluorescence minus one”) Kontrollen mitgefiihrt. Das Prinzip der FMO-
Kontrollen beruht darauf, den kompletten Ansatz eines Tubes abziiglich des Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpers von Interesse zu prozessieren. Damit wird berticksichtigt, dass
die anderen Fluorochrome in diesem Ansatz interferenzbedingt auch Wellenlangen
aufderhalb ihres Emissionsspektrums abgeben kénnten, was im Detektionsprozess zu
einem falsch-positiven Wert fiir den Antikorper von Interesse fithrt. Mithilfe der FMO-
Kontrollen kann diese Hintergrundfluoreszenz erkannt und im Setzen der Gates fiir die
entsprechenden Antikérper berticksichtigt werden.

Eine tabellarische Ubersicht der, fiir die durchflusszytometrische Analyse der WF und
PBMC verwendeten, Panels inkl. der beinhalteten Antikorper befindet sich im
tabellarischen Anhang (Tabelle 8.2).

In unserer Arbeit fungierten das Tube 3 (hinsichtlich anti-CD69) und das Tube 4
(hinsichtlich anti-CD154) als FMO-Kontrollen fiir die beiden Aktivitatsmarker im Tube 2.
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Vorgehen:

Nach Uberfiihrung der Zellsuspension in die FACS-Tubes wurde diese zunichst mit FcR
Blocking Reagent inkubiert, um unspezifische Bindungen zu verringern. Daraufhin erfolgte
das Pipettieren der Antikorper entsprechend der oben aufgefiihrten Einteilung (Volumina
abhangig von der Farbstoffstarke) mit einer anschlief3enden lichtgeschiitzten Inkubation
von 15 Min. bei 4° C. Nach der folgenden Zugabe von FACS-Puffer fand die Messung und die
Auswertung mittels der Erfassungssoftware FACS Diva sowie Microsoft Excel statt.

Der in Tube 1 durchgefiihrte Versuchsansatz wird im Folgenden als ,Myeloides Panel”
bezeichnet, obwohl auch NK-Zellen mitbestimmt werden. Folgende Gates wurden fiir die

Analyse des myeloiden Panels gesetzt:

Monozyten: CD45+ - CD14+
Neutrophile Granulozyten: CD45+ - CD15+, CD16+
NK-Zellen: FSC/SSC (Lymphozyten) - CD45+, CD64+

Subtypisierung: CD56 vs. CD16
Reife myeloische Zellen: CD45+, CD64+
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Abb. 3.3:

Identifikation myeloider Zellen in der Wundfliissigkeit. Nach dem Anlegen eines allgemeinen Gates P1 zur Vorselektion
einer Population passender GrofRe und Granularitat erfolgte die weitere Charakterisierung anhand vorliegender
Oberflachenantigene durch eine Darstellung in DotPlots und Histogrammen. Die Bedeutung der einzelnen Marker wird
u. a. in der schematischen Darstellung der Panels im tabellarischen Anhang (Tabelle 8.2) erldutert.
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Flr die Identifikation der lymphoiden Zellen wurde folgendes Gatingprofil benutzt:

T-Lymphozyten: CD45+ - CD3+
- T-Helferzellen: CD45+ - CD3+ - CD4+
- Zytotoxische T-Zellen: CD45+ - CD3+ - CD8+

Aktivierungsmarker:
- Friih: CD45+ - CD3+ - CD69+
- Spat: CD45+ - CD3+ - CD154+
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Abb. 3.4:

Identifikation lymphoider Zellen in der Wundfliissigkeit. Nach dem Anlegen eines allgemeinen Gates P1 zur Vorselektion
einer Population passender GréRe und Granularitat erfolgte die Selektion der CD45-positiven Leukozyten und anschlieBend
der CD3-positiven Lymphozyten. Danach wird die Ausprdagung weiterer Marker nach deren einzelner Darstellung in
Histogrammen quantifiziert. Die Bedeutung der einzelnen Marker wird u. a. in der schematischen Darstellung der Panels im
tabellarischen Anhang (Tabelle 8.2) erlautert.

3.4.1.2 Detektion und Aktivitdtsbestimmung regulatorischer T-Zellen

Des Weiteren interessierte uns der Anteil regulatorischer T-Zellen (Treg) in der
Gewebefliissigkeit in Relation zu deren Vorkommen im peripheren Blut. Fiir deren

Nachweis nutzten wir zwei Mechanismen:
e Antikorper gegen die Oberflichenmarker CD4, CD25, CD127 und CD196

(Konstellation bei Treg: CD4+, CD25+, CD127-, CD196+)

e Nachweis des spezifisch in Treg vorkommenden Transkriptionsfaktors FoxP3.
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Vorgehen:

Zundchst wurde eine geeignete Menge der aus dem Redon- bzw. EDTA-Blut isolierten
Zellen in FACS-Tubes transferiert. Fiir jede Probe wurde ein Versuchsansatz mit (,,stained”)
und einer ohne Antikoérper (,unstained”) als Reagenzienleerwert durchgefiihrt, um die
gegebene Hintergrundaktivitit zu erfassen. Um die Wahrscheinlichkeit unspezifischer
Bindungen zu verringern, wurden die Zellen auch hier zunachst mit FcR Blocking Reagent
inkubiert. AnschliefSend wurden, abhdngig von der Farbstoffstirke, die Antikérper CD4-
FITC, CD25-APC, CD127-PE-Cy7 und CD196-PerCPCy5.5 in die ,stained“-Tubes tlberfiihrt.
Nach deren Inkubation und der Permeabilisierung der Zellen durch die Anwendung von
FoxP3 Buffer A und FoxP3 Buffer C wurden die Zellen mit dem Antikérper gegen
intrazellular exprimiertes FoxP3-PE behandelt. Nach dessen Inkubation erfolgte nach
einem Waschschritt die sofortige Messung. Fiir die Datenerfassung wurde die in Abb. 3.5

ersichtliche Gating-Strategie angewendet.

Nach der Datenerfassung wurden die prozentualen Zellanteile innerhalb der jeweiligen
Gates in Excel exportiert. Dort fand die gruppenbezogene Analyse statt, indem die
Haufigkeiten der Marker fiir IORT und Kontrollgruppe verglichen wurden. Eine
Signifikanztestung erfolgt mithilfe eines doppelseitigen t-Tests fiir unabhingige
Stichproben, wobei signifikante Unterschiede bei p-Werten unter 0,05 und

hochsignifikante Unterschiede bei p-Werten unter 0,01 angenommen wurden.
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Abb. 3.5:

Gating-Strategie zur Identifikation regulatorischer T-Zellen (Tcg) in der WF. Charakteristisch fiir Treg ist die Antigen-Konstellation
CD4+, CD25+, CD127-, CD196+. Nach dem Anlegen eines allgemeinen Gates P1 zur Vorselektion einer Population passender GroRe
und Granularitadt erfolgte zunachst die Selektion der CD4-positiven und CD25-positiven Zellen. Von diesen wurden wiederum die
CD127-negativen, jedoch Fox P3-positiven Zellen identifiziert und quantifiziert. AuBerdem fand direkt aus P1 die Selektion aller
CD196-positiven Zellen statt. Nach Darstellung in Histogrammen erfolgte die Quantifizierung der Antigenauspragung. Die Bedeutung
der einzelnen Marker wird u. a. in der Beschreibung der Versuchsdurchfiihrung (Kapitel 3.4.1.3) erldutert.

3.4.1.3 Detektion apoptotischer Zellen mittels Annexin V-Fdrbung

In diesem Versuch sollte der Anteil apoptotischer Zellen in den zuvor aus WF und EDTA-
Blut gewonnenen Zellisolaten bestimmt werden. Das Prinzip beruht auf der Detektion des
Phospholipids Phosphatidylserin, welches im frithapoptotischen Zustand einer Zelle von
der Intra- auf die Extrazellularseite der Zellmembran transloziert wird und so als leicht
zuganglicher Apoptosemarker genutzt werden kann. Das Protein Annexin V bindet

calciumabhingig an dieses extrazellular prasentierte Phosphatidylserin und kann,
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gekoppelt an das Fluorochrome Allophycocyanin (APC), fiir die durchflusszytometrische
Detektion apoptotischer Zellen genutzt werden.

Der Translokation des Phosphatidylserin auf die Extrazellularseite folgt der Verlust der
Integritat der Zellmembran und damit der Prozess des Zelltodes. Um Apoptose und
Nekrose zu unterscheiden wird zudem der Vitalfarbstoff Propidiumiodid (PI) hinzugefiigt,
der die Zellmembranen toter und spatapoptotischer, nicht aber vitaler und
frithapoptotischer Zellen durchdringt. So lassen sich folgende Zustdnde der Zellen aus der

Anfarbbarkeit mit Annexin V bzw. PI ableiten:

Tabelle 3.1:
Interpretation der Ergebnisse der durchflusszytometrischen Annexin V-Férbung zur Detektion apoptotischer Zellen.

Annexin V Propidiumiodid Zustand der Zellen

negativ negativ vital

positiv negativ frihapoptotisch

positiv positiv spatapoptotisch bzw. tot (keine

Differenzierung zwischen apoptotischem
oder nekrotischem Prozess als Ausldser fiir

den Zelltod)

Annexin V —/Pl+

gi. 9 Annexin V +/Pl+

Propidiumiodid

° . k.
t}'.-

i ? Annexin V +/Pl-

1}
Annexin VL Pl-

Annexin V APC

Abb. 3.6:

Schematische Darstellung eines DotPlots in der Auswertung der Annexin V-Farbung im CD45-positiven Gate. Folgende
Viabilitatsstadien kdnnen anhand der Grafik differenziert werden: Annexin V-/PI- (u. |.) = vitale Zellen; Annexin V+/PI- (u. r.) =
friihapoptotische Zellen; Annexin V+/PI+ (0. r.) = spatapoptotische bzw. tote Zellen.
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Nachdem eine adaquate Menge aus WF und EDTA-Blut isolierter Zellen in FACS-Tubes
tiberfiihrt und mit FcR Blocking Reagent inkubiert worden war, fithrten wir die Annexin V-
Farbung geméaf? den etablierten Protokollen durch (van Engeland et al., 1996). Es wurden
ejweils die Zellen aus der Redon-Drainage und die PBMC gefarbt“. Zusatzlich wurde die
Annexin-V Bindung kontrolliert indem in einem zweiten Rohrchen vor der Zugabe des
Fluorochrom-gekoppelten Annexin V-APC unmarkiertes Annexin V pure als Blocker
zugegeben wurde.

Zusatzlich verwendeten wir den Pan-Lymphozytenmarker CD45, um zwischen
Lymphozyten und anderen Zellpopulationen unterscheiden zu kénnen.

Nach der Messwerterfassung wurden die Ergebnisse als DotPlots dargestellt, indem
zunachst auf die CD45-positiven Zellen gegatet und das Fluoreszenzsignal flir Annexin V-
APC auf der x-Achse und jene fiir das Pl auf der y-Achse reprasentiert wurde. Somit wurden
die Zellen anhand ihrer Vitalitdtsstadien (siehe Tabelle 3.1, Abb. 3.5) grafisch in
unterschiedliche Populationen aufgegliedert, was das Setzen von entsprechenden Gates
ermoglicht. Nach dem Gating wurden die erfassten Zellen quantifiziert und die Messwerte
in eine Excel-Tabelle iibertragen. Indem durch die Totalzellzahl geteilt wurde, konnte fiir
die WF jeder Patientin der prozentuale Anteil der Zellen in den verschiedenen
Viabilitatsstadien errechnet werden. Die statistische Testung zwischen IORT- und
Kontrollgruppe fand als doppelseitiger t-Test fiir unabhangige Stichproben statt, wobei

signifikante Unterschiede bei p-Werten unter 0,05 angenommen wurden.

3.4.2 Multiplex-Zytokin-Analyse und ELISA

3.4.2.1 Humaner Zytokin-Array

Die erste Analyse der in der WF vorliegenden / alterierten Zytokine erfolgte als Screen mit
einem semiquantitativen antikdrperbasierten Zytokin-Array. Die Faktoren mit differenten
Ergebnissen zwischen den Behandlungsgruppen wurden anschliefiend gezielt und
quantitativ mittels ELISA (siehe 3.4.2.2) analysiert.

Der zum Screening verwendete antikorperbasierte Human Cytokine Array C5 (Fa.
RayBiotech) ermdglicht unter geringem Probenverbrauch den simultanen Nachweis von
80 humanen Zytokinen. Die Fangerantikérper sind mit ihrem Fc-Anteil auf einer
Tragermembran verankert, sodass die variablen Regionen als Bindungsstellen fiir in der

Probenfliissigkeit vorhandene Zytokinmolekiile fungieren. Jedes Zytokin ist durch einen
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Punkt auf der Membran reprasentiert, in dem sich die entsprechenden Antikérper befinden
(siehe Tabelle 8.3 im tabellarischen Anhang).

Die an ihre korrespondierenden Antikorper gebundenen Zytokine werden durch
bindungsspezifische, biotinylierte Detektionsantikorper markiert. Die Chemilumeszenz
wird tiber die Reaktion des an HRP (horse radish peroxidase) konjugierten Streptavidins
erzeugt. Vom Hersteller wurden zusatzlich Positiv- und Negativkontrollen mit auf die
Membran aufgetragen. Die Positivkontrolle (biotinylierte Antikérper anstatt der Zytokin-
spezifischen Antikérper) liefert eine Orientierung und Normalisierung im Rahmen der
Auswertung, wahrend die Negativkontrolle (ohne Antikoérper) der Detektion des durch
unspezifische Bindungen enstehenden Hintergrundsignales dient.

In diesem Versuch wurden aus Rationalisierungsgriinden die zellfreien Anteile der WF der
ersten 15 eingeschlossenen Patientinnen verwendet und individualisiert untersucht, d. h.
pro Probe bzw. Patientin wurde eine Arraymembran verwendet. Es wurden einmal sechs
und einmal neun Membranen zeitgleich bearbeitet. Der Versuch wurde entsprechend den
Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die WF beider Gruppen wurden - wie fir die
Analyse von Blutserum empfohlen - im Verhaltnis von 1:2 mit dem mitgelieferten Block-
Puffer verdiinnt. Die optischen Signalstirken wurden mithilfe des Chemilumineszenz-

Detektionssystems Epi Chem II Darkroom erfasst.
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Abb. 3.7:

Schematische Darstellung der auf der Tragermembran des Human Cytokine Array immobilisierten Fiangerantikorper.
Jede Farbe reprasentiert ein Zytokin in der zu analysierenden Probe bzw. den hierzu korrespondierenden Antikoérper auf
der Arraymembran. Die in den weiteren Schritten zugegebenen Detektionsantikorper binden ausschlieflich an die durch
die Fangerantikdrper gebundenen Zytokine, da die ungebundenen Zytokinmolekille durch Waschschritte eliminiert
werden. So entsteht wahrend der Detektion ein chemilumineszentes Signal in den Lokalisationen, in welchen das
korrespondierende Zytokin in der Probe prasent war.
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Um die optischen Signale der zu einem bestimmen Zytokin korrespondierenden Punkte auf
den Membranen zu quantifizieren, verwendeten wir das etablierte Open-Source-
Programm Image] (Rueden et al,, 2017) in Kombination mit dem Protein Array Analyzer
Tool (Carpentier and Henault, 2010). Die Signalintensitdten wurden anschliefiend in ein
Excel-Sheet eingetragen. Es erfolgte eine Normalisierung, indem die Werte der
Negativkontrollen von den einzelnen Messwerten abgezogen wurden, um die
Hintergrundaktivitit des Tests zu beriicksichtigen. Es folgte die gruppenbezogene
Berechnung von Mittelwerten und Standardabweichungen der von jedem getesteten
Zytokin entsprechenden Signalstirken. Diese wurden in einem gemeinsamen
Balkendiagramm als Ubersicht grafisch dargestellt (siehe 4.2.2). Zusitzlich wurden die
Messwerte in das Statistikprogramm JMP exportiert und einem doppelseitigen t-Test
unterzogen, um statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Kollektiven (IORT-
vs. Kontrollgruppe) zu ermitteln. Dabei wurden signifikante Unterschiede bei p-Werten

unter 0,05 angenommen.

3.4.2.2 ELISA

Die anstehende Quantifizierung der zwischen den beiden Gruppen differierenden
Zytokinspiegel erfolgte mittels ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Auch hier
bedient man sich eines Enzyms (z. B. HRP) als Marker, das korrelierend zu der
Konzentration des Analyten ein Substrat zu einem detektierbarem Fluorochrom umsetzt.
Durch Interpolation kann dabei die absolute Konzentration des Analyten (in unserem Fall
des betreffenden Zytokins) in der WF bestimmt werden, indem die Signalstarken der
Proben mit jenen einer Standardreihe definierter Konzentration des jeweiligen Zytokins
verglichen werden.

Den von uns genutzten Kits lag das Prinzip des Sandwich-ELISA zugrunde, mit im Vergleich
zu anderen ELISA-Typen besonders hoher Sensitivitat. Die zu quantifizierenden Proteine
werden dabei sowohl von auf der Platte fixierten Primdrantikérpern als auch von im
Uberstand zugegebenen, biotinylierten Sekundirantikérpern gebunden. Durch die hohe
Affinitat binden Biotin und HRP-konjugiertes Streptavidin spezifisch; hiermit wird die
enzymvermittelte Detektionsreaktion ermoglicht und der Analyt quantitativ
nachgewiesen. Abb. 3.8 verdeutlicht die im Rahmen eines Sandwich-ELISA ablaufenden

Vorgange.
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Nach der Auswertung der Ergebnisse des Zytokin-Array entschlossen wir uns, den
jeweiligen Gehalt der Faktoren Oncostatin-M, GROq, IL-13, RANTES, Leptin, VEGF, HGF,
PDGF-BB, 1-309 und uPA in der WF mittels ELISA zu quantifizieren. Hierfiir nutzten wir
fertige ELISA-Kits der Firma R&D / Bio-Techne. Diese beinhalteten Zytokin-spezifische
Primar- und Sekundarantikoérper, den entsprechenden Standard sowie das HRP-
Streptavidin. Die Antikérper und der Standard wurden nach Herstellerangaben
rekonstituiert, in praktikablen Volumina aliquotiert und unter Einhaltung der

Haltbarkeitsfristen (8-12 Wochen) bei -80° C bis zur Verwendung gelagert.

Abb. 3.8:
Schematische Darstellung des Prinzips eines Sandwich-ELISA. PA = Primarantikorper, A = Analyt, SA = Sekundarantikorper,
B = Biotinanteil, S = Streptavidin, HRP = Horse Radish Peroxidase, IF = inaktiver Farbstoff, AF = aktiver Farbstoff.

Um zu evaluieren, in welcher Verdiinnung die Proben der WF in den einzelnen ELISA-Kits
eingesetzt werden miissen sodass die Werte innerhalb der Standardkurve liegen und damit
eine Konzentrationsberechnung moglich ist, wurde zunachst mit jedem Kit ein
Vorexperiment durchgefiihrt. Es wurde eine Verdiinnungsreihe einer gepoolten WF von 6
Patientinnen (jeweils 3 aus jeder Behandlungsgruppe) in den jeweilig verwendeten Kits
evaluiert. Die Verdiinnung der Proben erfolgt hierbei nach Herstelleranweisungen mit
Reagent Diluent oder A. dest. In der Hauptanalyse wurden die individuellen Proben in der
zuvor evaluierten Verdiinnung jeweils in Dreifachbestimmung analysiert und mit der
mitgefithrten Standardreihe (ebenfalls in Dreifachbestimmung) verglichen. Die ELISA-
Tests wurden gemaf3 Herstellerangaben durchgefiihrt.

Die mithilfe eines Microplate Readers registrierten optischen Signale (Messung bei 450 nm,
Wellenldangenkorrektur [Referenz] bei 570 nm) wurden zundchst in eine Excel-Tabelle
exportiert. Dort erfolgte eine primadre Datenprozessierung, indem der Mittelwert der

Reagenzienleerwerte (blanks) gebildet und von allen registrierten Messwerten abgezogen
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wurde. Anschliefend wurden die Messwerte in das Statistikprogramm JMP exportiert und
einem doppelten t-Test unterzogen, um statistisch signifikante Unterschiede zwischen
beiden Kollektiven (IORT- vs. Kontrollgruppe) zu ermitteln. Dabei wurden signifikante

Unterschiede bei p-Werten unter 0,05 angenommen.

Eine Auflistung der getesteten Zytokine/Faktoren mit den im Ansatz eingesetzten
Verdiinnungsfaktoren findet sich im tabellarischen Anhang (Tabelle 8.4). Die Faktoren I-
309 und PDGF-BB waren im Vorexperiment in keiner Verdiinnungsstufe nachweisbar. Da
die Methode des ELISA jener des Zytokin-Array hinsichtlich der Sensitivitit liberlegen ist,
gingen wir deshalb von einer sehr niedrigen Basalkonzentration der beiden Stoffe aus. In
der Hauptanalyse wurden deshalb keine ELISA fiir I-309 und PDGF-BB durchgefiihrt, da
kein optimaler Verdiinnungsfaktor eruiert werden konnte und eine verldssliche Aussage
hinsichtlich eines gruppenbezogenen Konzentrationsunterschiedes nicht moglich

erschien.
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3.5 Live Cell Imaging-Experimente mit WF als Kulturzusatz

Im letzten Teil der Experimente wurde der Einfluss der WF auf das Wachstum
verschiedener Zelltypen innerhalb des Tumorbetts untersucht. Dabei war vorrangig von
Interesse, ob die als Kulturzusatz verwendete WF im Vergleich der Behandlungsgruppen
in den Zellkulturen Unterschiede im Wachstums- und Migrationsverhalten induzierte. Die
WF wurden anstatt der standardmaf3ig verwendeten Seren (z. B. humanes AB-Serum fiir
MSC, FCS fiir MDA-MB 231) als Kultursupplement verwendet, wie es in bereits bekannten
Publikationen praktiziert wurde (Belletti et al., 2008; Wang et al., 2015). Da hierbei die
Untersuchung des Einflusses der WF jeder einzelnen Patientin nicht praktikabel gewesen
ware, wurde je ein WF-Pool fiir die IORT- und die Kontrollgruppe angelegt, indem die WF
von jeweils 16 Patientinnen pro Gruppe zu gleichen Anteilen gemischt, aliquotiert und
wiederum bei -80° C gelagert wurde. Experimente wurden mehrfach wiederholt, um einen

statistischen Vergleich zu ermoglichen.

3.5.1 Allgemeine Zellkultur
3.5.1.1 MSC aus Brustgewebe (Mamma-MSC)

Den Einfluss der WF untersuchten wir an MSC, die wir aus dem Brustgewebe der Kontroll-
Patientinnen isoliert haben (eine dauerhafte Kultivierung von MSC aus intraoperativ
bestrahltem Brustgewebe war nicht moglich, siehe 4.1.1). Um homogene und
reprasentative Ergebnisse zu gewahrleisten, verwendeten wir einen Zellpool bestehend
aus den MSC von fiinf Patientinnen mit reprasentativem Markerprofil. Fiir die Generierung
des MSC-Pools wurden die Individualproben in p1 (siehe 3.2.1 und Abb. 3.2) aufgetaut,
gepoolt, tiber vier Tage expandiert und als Pool in p2 aliquotiert und wieder eingefroren.
Die Mamma-MSC wurden in DMEM + 10 % AB
bei 37° C und 5 % COz kultiviert.
Subkultivierungen  (,splitten“)  erfolgten
einmal wochentlich bei einer Konfluenz von
70-80 9%, aufderdem fand dazwischen ein
einmaliger Medienwechsel statt. Da es sich bei
den Mamma-MSC um  eine  nicht

immortalisierte Primarkultur handelt, war die

Kulturdauer auf 6 Generationen begrenzt und  Abb. 3.9: Mamma-Msc-Pool in p2.

fir Experimente verwendbar.
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Auftauen und Subkultivierung

Die Zellen wurden aufgetaut und in eine Zellkulturflasche (TC-Flasche) geeigneter Grofie
ausgesat. Fur das Splitten der MSC-Kulturen wurden wurde Trypsin/EDTA zugegeben.
Nachdem die Zellen vollstandig abgelost waren wurde die Reaktion durch die Zugabe von
DMEM-AB abgestoppt. Durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden die Zellen
vereinzelt und die Suspension in ein 15 mL-Réhrchen tiberfiihrt. Wahrend der Bestimmung
der Zellzahl mit dem CASY®-System wurden die Zellen abzentrifugiert (420 g, 5 Min., RT)
und in einem definierten Volumen an Kulturmedium aufgenommen. Anschlief3end wurden
die Zellen ausgesat. Alle fiir die Subkultivierung eingesetzten Volumina und Zellzahlen

finden sich im tabellarischen Anhang (Tabelle 8.5).

3.5.1.2 MDA-MB 231

Neben den MSC verwendeten wir die humane Brustkrebszelllinie MDA-MB 231, entwickelt
aus der pleuralen Effusion einer 51-jahrigen Kaukasierin, die unter einem metastasierten
Adenokarzinom der Brustdriise litt. Sie stellt eine der meistgenutzten Brustkrebszelllinien
in Forschungslaboratorien dar. Bei den fibroblastoid wachsenden Zellen handelt es sich um
hochinvasive, wenig differenzierte Tumorzellen mit tripel-negativem Rezeptorstatus, d. h.
die Hormonrezeptoren fiir Ostrogen und Progesteron sowie der Rezeptor fiir den
Wachstumsfaktor HER2 werden kaum bis gar nicht exprimiert. Die Invasivitat wird bedingt
durch die Fahigkeit der Zellen, EZM proteolytisch zu degradieren (ECACC, 2017). Die von
uns verwendeten Zellen sind zusitzlich mit dem Fluoreszenzmarker NucLight Green
gelabelt, indem in deren Genom durch Transfektion die Information des griin

fluoreszierenden Proteins eingebracht wurde (Essen Bioscience). Diese Markierung

Abb. 3.10:
Links: MDA-MB 231 in der Phasenkontrast-Mikroskopie. Rechts: MDA-MB 231 in Fluoreszenz-Mikroskopie mit IncuCyte
ZOOM°®,
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ermoglicht es, nur das Wachstum der MDA-MB 231 in Kultur zu erfassen, auch wenn sie in
direkter Kokultur mit anderen Zellen kultiviert wiirden.

Die MDA-MB 231-Zellen wurden in DMEM + 10 % FCS bei 37° C und 5 % CO2 in T25-
Zellkulturflaschen kultiviert. Nach dem Auftauen wurden die Zellen tiber 19 Passagen in
den unten beschriebenen Live Cell Imaging-Assays eingesetzt. Subkultivierungen der Zellen
erfolgten zweimal wochentlich bei einer Konfluenz von 70-80 %, wobei pro T25-Flasche
1x10> Zellen ausgesat wurden. Die Subkultivierung fand analog zu jener der Mamma-MSC
statt (siehe 3.5.1.1). Da die Passage der eingefrorenen Zellen nicht bekannt ist, ist zu
beachten, dass die innerhalb dieser Arbeit angegebenen Passagenangaben stets in Addition

zu der unbekannten, urspriinglichen Passagenanzahl zu erachten sind.

3.5.2 Live Cell Imaging mittels IncuCyte ZOOM®

Um den Einfluss der WF auf Kulturen der beiden Zelltypen zu untersuchen nutzten wir den
Live Cell Imager IncuCyte ZOOM® und die zugehorige IncuCyte Basic Software der Firma
Essen Bioscience. Dabei handelt es sich um ein in einen Inkubator integriertes Mikroskop,
das in festgelegten Zeitintervallen mikroskopische Bilder der zu untersuchenden
Zellkulturen liefert. Auf diese Weise ist es moglich, kinetische Messungen zur
Visualisierung und Quantifizierung zellularer Prozesse in Echtzeit durchzufiihren. Da
sowohl die Phasenkontrast- als auch die Fluoreszenzmikroskopie durchgefiihrt werden
kénnen, ist es moglich, die Kinetik verschiedener Zelltypen innerhalb derselben Kultur zu
unterscheiden, wenn diese unterschiedlich Fluoreszenz-gelabelt sind.

Die Analysesoftware des Gerates nutzt diverse Analysemasken fiir die Quantifizierung. Das
erlaubt die Verfolgung unterschiedlicher Endpunkte. Diese sind neben der Detektion der
Konfluenz im Proliferations-Assay beispielsweise die Errechnung der relativen
Wunddichte  im  Wundheilungs-Assay @ oder  der  Bottom/Top-Ratio  im
Migration/Chemotaxis-Assay. Die Analysemasken konnen entsprechend den
Eigenschaften der untersuchten Zellen modifiziert werden, sodass sichergestellt wird, dass
nur die Zellsomata von der Analysemaske erfasst und Zelltrimmer weitestgehend
ausgeschlossen wurden. Der Einsatz der Fluoreszenzmikroskopie stellt eine weitere

Moglichkeit dar, diesen Storfaktor auszuschliefien.
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3.5.3 Proliferations-Assay

Im Proliferations-Assay wurde der Einfluss der WF, vergleichend fiir die IORT- und die
Kontrollgruppe, auf Mamma-MSC sowie auf MDA-MB 231 evaluiert.

Am ersten Tag des Versuchsansatzes wurden die Zellen in einer Zellzahl von 3000 pro Well
in einer 96-Well-Platte ausgesat (100 pL Zellsuspension pro Well). Wahrend bei den
Mamma-MSC der Wechsel zum WF-haltigen Medium schon am nachsten Tag stattfinden
konnte, wurden die MDA-MB 231 am Tag nach der Aussaat noch fiir 24 Stunden in
serumfreiesm medium kultiviert. Durch dieses Hungern sollte sichergestellt werden, dass
die MDA-MB 231 alle Wachstumsfaktoren, die sie in ihrer Eigenschaft als Tumorzellen
selbst produzieren konnen, aufgebraucht und die Zellen damit weitestgehend abhédngig von
externer Nahrstoffzugabe sind.

Am Tag des Wechsels zu WF-haltigem Kulturmedium wurden die Aliquots des WF-Pools
zunichst fir 10 Min. bei 12000 g zentrifugiert und nur mit dem Uberstand
weitergearbeitet, um in der WF enthaltenen Debris zu eliminieren. Anschliefdend wurde
der WF-Pool (jeweils fiir die IORT- und die Kontrollgruppe) in serumfreiem Kulturmedium
verdiinnt, um die gewiinschten Konzentrationen (0,1 /0,5/1 /5 / 10 % WF) zu erreichen.
Die WF-Verdiinnungen wurden entsprechend eines zuvor festgelegten Plattenschemas zu
den zellen pipettiert. Als Positivkontrolle fungierte DMEM + 10 % AB, wahrend als
Negativkontrolle serumfreies DMEM verwendet wurde. Die Zellkultur-Platte wurde im
IncuCyte-System platziert und das Scan-Intervall auf zwei Stunden festgelegt. Wahrend die
Proliferation der Mamma-MSC mittels Phasenkontrast gemessen wurde, wurde jene der
NucLight-Green-markierten MDA-MB 231 durch eine entsprechende Konfluenzmaske fiir
grine Fluoreszenz erfasst. Es wurden jeweils drei voneinander unabhingige

Versuchsansatze durchgefiihrt.

Abb. 3.11:

Analysemaske des IncuCyte ZOOM" im Proliferations-Assay. Links: Proliferations-Assay mit Mamma-MSC. Die orange
Farbe markiert die von der Analysemaske quantifizierte Zellkonfluenz. Rechts: Proliferations-Assay mit MDA-MB 231.
Die lila gefarbten Areale entsprechen den griin fluoreszierenden Vakuolen der MDA-MB 231, deren Konfluenz bei den
MDA-MB 231 als Endpunkt fir den Proliferations-Assay verwendet wurde.
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3.5.3.1 ELISA-Analyse der konditionierten Medien

Um festzustellen, ob die Mamma-MSC unter der Einwirkung von 0,5 % WF im
Kulturmedium zur Bildung bestimmter Zytokine angeregt werden bzw. ob die
Zytokinspiegel zwischen IORT- und Kontroll-WF-behandelten MSC-Kulturen abweichen
und dadurch die verzoégerte Divergenz der Wachstumskurven der beiden Kollektive im
Proliferations-Assay (siehe 4.3.1.1) begriindet sein konnte, fiihrten wir weitere ELISA mit
den konditionierten Medien aus dem MSC-Proliferations-Assay durch. Dazu wurden
zundchst die Medien aus den Original-Versuchsansatzen im Rahmen von Vorexperimenten
mit den ELISA-Kits untersucht, die auch schon fiir die Analyse der WF benutzt wurden (d.
h. fiir die Zytokine VEGF, IL-1$3, GROa, Leptin, RANTES, OSM, HGF, PDGF-BB, 1-309 und
uPA). Hier wurde evaluiert, dass die Faktoren HGF, GROa, RANTES und VEGF in den
konditionierten Medien vorlagen und eine Verdinnung von 1:2 geeignet ist. Um
ausreichend konditioniertes Medium zu generieren, wurden die Versuche im 12-Well-
Platten-Format repliziert und die konditionierten Medien bei -80° C asserviert. Somit lagen
je 15 technische Replikate fiir die IORT- und die Kontrollgruppe (0,5 % WF) vor.
Anschliefdend folgte die Durchfiihrung der ELISA-Tests auf HGF, GROa, RANTES und VEGF

entsprechend der Ausfiihrungen unter 3.4.2.2.

3.5.4 Wundheilungs-Assay

In diesem Versuch wurde untersucht, ob die WF der IORT- und Kontrollgruppe
unterschiedliche Wirkungen hinsichtlich der Wundheilung bei Mamma-MSC und MDA-MB
231-Zellen haben. Am ersten Tag des Versuchsansatzes wurden die Zellen im jeweiligen
serumhaltigen Kulturmedium ausgesit, so dass die Zellzahl am Tag des Setzens der Wunde
ca. 90 % betragen wiirde. Dabei hat sich fiir die Mamma-MSC eine Zellzahl von 20000 pro
Well und fiir die MDA-MB 231 eine Zellzahl von 18000 pro Well als geeignet erwiesen.
Wahrend bei den Mamma-MSC das Setzen der Wunden direkt am Folgetag geschehen
konnte, wurden die MDA-MB 231 zuvor noch 24 Stunden in serumfreiem Kulturmedium
hungrig gehalten, um den Stoffwechsel der Krebszellen weitestgehend abhangig von
externer Nahrstoffzufuhr zu machen. Anschlieflend erfolgte die Verwundung des
Zellrasens durch das Setzen eines Kratzers (sogenannter ,Scratch“). Um reprasentative
Ergebnisse zu erzielen verwendeten wir hierzu den WoundMaker™ (Essen Biosciences),
welcher die Generierung von Wunden definierter Lange und Breite in jedem Well der Platte
ermoglicht (,scratch wound assay"). Nach zweimaligem Waschen mit Kulturmedium folgte

die Inkubation mit in (serumfreiem) Kulturmedium verdiinnter WF, wobei die
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Behandlungsgruppen verglichen wurden. Analog zum Proliferations-Assay wurde der
Einfluss der WF in unterschiedlichen Konzentrationen untersucht sowie entsprechende
Positiv- und Negativkontrollen (serumhaltiges bzw. serumfreies Kulturmedium)
mitgefiihrt. Anschliefdend wurde die Wundheilung mithilfe des IncuCyte ZOOM® und der
entsprechenden Analysesoftware untersucht. Die speziell fiir diesen Versuch verwendeten
Zellkulturplatten (IncuCyte ImageLock Plates, Fa. Essen Biosciences) ermoglichen dabei
innerhalb der Messwiederholungen das Wiederauffinden einer definierten Position des
Sichtfeldes, sodass eine Vergleichbarkeit der Einzelmessungen gewahrleistet war. Der
Wundheilungsfortschritt, reprasentiert durch gerichtete Zellmigration, wurde iiber einen
Zeitraum von 48 Stunden durch automatisierte Bildaufnahmen dokumentiert und durch
die Anwendung spezieller Analysemasken ausgewertet.

Auch fiir den Wundheilungs-Assay wurden die Messwerte — sowohl fiir die Mamma-MSC
als auch fiir die MDA-MB 231 Zelllinie - in drei voneinander unabhingigen
Versuchsansatzen erhoben.

Endpunkt ist die relative Wunddichte (relative wound density, RWD) im Phasenkontrast
sowohl bei Mamma-MSC als auch bei MDA-MB 231. Dabei verwendet die Software einen
Algorithmus, der die Migrationsbewegung der Zellen in Richtung des Wundspaltes
beriicksichtigt. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass die im Rahmen des
Wundverschlusses erhobenen Daten auf gerichteter Zellmigration und nicht auf einfacher

Proliferation basieren.

Abb. 3.12:
Analysemaske des IncuCyte ZOOM® im Wundheilungs-Assay mit Mamma-MSC, 4 h nach Verletzung. griin = verbleibender
Wundspalt; blau = im Rahmen der Wundheilung in den Wundspalt migrierte Zellen; orange = unverwundete Einzelzellschicht.
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3.5.5 Migration/Chemotaxis-Assay

Dieser Versuch soll zeigen, ob die WF von Patientinnen der IORT- und Kontrollgruppe
unterschiedliche chemotaktische Wirkungen auf Mamma-MSC und MDA-MB 231-Zellen
vermitteln. Hierzu nutzten wir die im IncuCyte ZOOM® verwendbaren ClearView Plates,
welche Versuche im sogenannten Transwell-Prinzip ermoéglichen. Dabei bestand der
Versuchsaufbau aus zwei iibereinander liegenden Kammern, die durch eine porose
Membran getrennt waren. Die untere Kammer (Reservoir) enthielt die zu testende
Chemoattraktans, wahrend in die obere Kammer (Insert) die Zellen ausgesiat wurden.
Zudem bestand die Moglichkeit, die Trennmembran im Vorfeld mit EZM zu beschichten,
um sicherzustellen, dass die Zellen tatsachlich aktiv in die untere Kammer migrieren und
nicht einfach durch die Poren fallen. In unserem Fall entschieden wir uns sowohl bei den
Mamma-MSC als auch bei den MDA-MB 231 fiir eine Beschichtung mit Fibronektin, da
keiner der beiden getesteten Zelltypen hierflir eine erhohte Migrationsaffinitit zeigte,
sodass allein die Chemoattraktivitit der Stoffe in der unteren Kammer Einfluss auf deren

Migrationsverhalten hatte.

Co8 %

" Abb.3.13:
Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus im Migration/Chemotaxis-Assay. Rosa = obere Kammer (Insert) mit darin
ausgesaten Zellen; blau = untere Kammer (Reservoir). Dazwischen liegt die portse, mit Fibronektin beschichtete
Trennmembran.

Der erste Schritt der Versuchsdurchfiihrung bestand in der Beschichtung der
Trennmembran mit Fibronektin. Dazu wurden zunachst auf eine 96-Well-Reservoir-Platte
pro Well 150 pL Fibronektin-Losung (10 pg/mL, PromoCell) gegeben und die Insert-Platte
hinzugefiligt. Auch in diese wurden 20 pL Fibronektin-Losung pro Well gegeben, sodass die
Beschichtung von beiden Seiten der Membran erfolgt. Anschlieféend musste der Aufbau fiir

mindestens 45 Min. erschiitterungsfrei bei RT stehen, bevor beide Platten zweimalig mit
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PBS gewaschen wurden. Daraufthin wurden die Zellen auf der Insert-Platte ausgesat. Dabei
wurde jedes Well mit 1000 Zellen in 60 pL serumhaltigem Kulturmedium beschickt. Da die
Mamma-MSC fiir den Versuch nicht hungrig gehalten werden mussten, konnte die mit
ihnen bestiickte Insert-Platte direkt nach einer einstiindigen Adhdasionsperiode in die
Reservoir-Platte gestellt werden, welche die Testsubstanzen enthielt. Dabei verwendeten
wir Konzentrationen der WF und Kontrollmedien wie beim Proliferations- und
Wundheilungs-Assay, dies entsprach 200 pL pro Well der Reservoir-Platte. Da die MDA-MB
231 hingegen auch fiir diesen Versuch hungrig gehalten werden mussten, erfolgte am Tag
nach der Aussaat zundchst noch ein Wechsel zu serumfreiem Medium. Nach einer
Hungerperiode von 24 Stunden konnte dann auch deren Insert-Platte mit der mit den
Testsubstanzen beschickten Reservoir-Platte verbunden und die Datenerfassung mittels
IncuCyte ZOOM® gestartet werden. Durch eine spezielle Analysemaske erfasst das Gerat
dabei, wie viele Zellen innerhalb von 24 Stunden von der oberen in die untere Kammer
migrierten. Die Auswertung fand anhand einer hieraus berechneten Bottom/Initial-Top-
Value-Ratio statt.

Die Messwerte des Migration/Chemotaxis-Assays wurden in drei voneinander
unabhangigen Versuchsdurchldufen erhoben.

Das Gerat erfasst mithilfe der zugehorigen Software die Konfluenz im Phasenkontrast (fir
Mamma-MSC und MDA-MB 231) jeweils der oberen und der unteren Kammer der
Transwell-Platte. Durch die Berechnung der Bottom/Initialized-Top-Value-Ratio wird fiir
jeden Messzeitpunkt die Zellkonfluenz in der unteren Kammer in Bezug zur urspriinglichen
Konfluenz in der oberen Kammer gesetzt. Auf diese Weise sind die Werte zwischen den

Wells auch vergleichbar, wenn die ausgesate Zellzahl zufallsbedingt schwankt.

Abb. 3.14:

Analysemaske des IncuCyte ZOOM® im Migration/Chemotaxis-Assay mit Mamma-MSC, 10 h nach Assaybeginn.
Vertikaler Blick auf die Trennmembran. Griin = Poren der mit Fibronektin beschichteten Trennmembran; orange = noch
nicht durch die Membran migrierte Zellen der oberen Kammer; pink = bereits in die untere Kammer migrierte Zellen.
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Auswertung der Live Cell Imaging-Experimente
Bei allen IncuCyte-Assays wurden die Rohdaten in ein Excel-Sheet-exportiert sowie unter
Betrachtung der Einzelbilder korrigiert, d. h. bei Vorliegen eines der folgenden Griinde
wurden Messwerte von der weiteren Analyse ausgeschlossen:

e Fokusverlust des IncuCyte ZOOM® mit resultierender Bildunscharfe

e Verunreinigung des Wells (z. B. durch Zellschrott, Luftblasen)

e Versagen des Wound Makers bei der Verwundung der Einzelzellschicht

e deutlicher Plattenrandeffekt.
Anschliefdend wurden die Messwerte aller technischen Replikate eines jeden Zeitpunktes
zu einem Mittelwert mit der entsprechenden Standardabweichung verrechnet. Aus diesen
Werten erfolgte die grafische Darstellung der entsprechenden Kinetik (x-Achse = Zeit / y-
Achse = Mittelwerte der oben genannten. Endpunkte). Mithilfe des Statistikprogrammes
JMP fand die statistische Testung durch eine multivariate Varianzanalyse (MANOVA) fiir
wiederholte Messungen statt. Die Daten wurden zuvor mittels des Mauchly-Testes auf
Sphdrizitat Uberprift; lag diese nicht vor, wurde eine Greenhouse-Geisser-Korrektur im
MANOVA vorgenommen. Beim Proliferations-Assay erfolgte zudem fiir jeden
Messzeitpunkt eine Regressionsanalyse mit der Methode kleinster gewohnlicher Quadrate,
um zu analysieren, zu welchen Einzelzeitpunkten die Kurven sich signifikant voneinander

unterscheiden. Signifikante Unterschiede wurden bei p-Werten unter 0,05 angenommen.
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Statistik

Im Folgenden werden die fiir die statistischen Auswertungen verwendeten Programme

und Tests zusammengefasst. Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Signifikanztests beziehen

sich allesamt auf die Analyse quantitativer Daten.
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Vergleich der Brustbiopsatgewichte (siehe 3.2.1 / 4.1.1)

Innerhalb der Behandlungsgruppen (prelORT vs. postlORT bzw. preSNB vs.
postSNB)  erfolgte ein Signifikanztest mittels gepaartem t-Test. Der
gruppeniibergreifende Vergleich wurde mittels doppelseitigem t-Test fiir

unverbundene Stichproben durchgefiihrt. Wir verwendeten hierfir Microsoft Excel.

Durchflusszytometrische Analyse der WF (siehe 3.4.1 / 4.2.1)
Fur die Signifikanzanalyse der Zellzahlen bzw. Viabilitatszustdnde der genannten
Populationen erfolgten doppelseitige t-Tests fiir unverbundene Stichproben mittels

Microsoft Excel.

Multiplex-Zytokin-Analyse und ELISA (3.4.2 / 4.2.2)
Zum gruppenbezogenen Vergleich der gemessenen Zytokinspiegel erfolgten
Signifikanzanalysen mittels doppelseitigem t-Test fiir unverbundene Stichproben

mittels JMP Software (SAS Institute).

Live Cell Imaging-Experimente mit WF als Kulturmedium (siehe 3.5 / 4.3)

Mithilfe von JMP erfolgte die Signifikanzanalyse durch MANOVA fiir wiederholte
Messungen, nachdem die Daten mittels Mauchly-Testes auf Spharizitat tiberprift
wurden. Lag diese nicht vor, wurde eine Greenhouse-Geisser-Korrektur im
MANOVA durchgefiihrt. Beim Proliferations-Assay wurde zudem fiir jeden
Messzeitpunkt eine Regressionsanalyse mit der Methode Kkleinster gewohnlicher
Quadrate durchgefiihrt, um zu analysieren, zu welchen Einzelzeitpunkten die

Kurven sich signifikant voneinander unterscheiden.
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4.ERGEBNISSE

4.1 Isolation und Charakterisierung der Mamma-MSC

4.1.1 Isolation aus Brustgewebe

Die MSC wurden mittels eines Kollagenase-Verdaus aus den Brustgewebebiopsien vor und
nach IORT (bei Patientinnen des Kontrollkollektives vor und nach SNB) isoliert. In der
Kontrollgruppe lief3en sich aus 57 % der vor (preSNB) bzw. 66 % der nach SNB (postSNB)
entnommenen Gewebeproben MSC isolieren wund iiber mehrere Passagen
weiterkultivieren. In der IORT-Gruppe konnten aus 95 % der vor einer IORT (prelORT)
entnommenen Gewebeproben MSC isoliert und kultiviert werden, jedoch nur aus 1 von 20
(5%) der nach einer IORT (postIORT) entnommenen Gewebebiopsien. Auch diese einmalig
nach einer IORT isolierbaren Zellen (siehe Abb. 4.1, rechts) wiesen schon nach wenigen
Tagen suboptimale Eigenschaften auf: Sie waren in der Proliferation eingeschrankt und
zeigten Charakteristika eines Zustandes fortgeschrittenen Zellalters, welcher u. a. durch

das Auftreten von Stressfilamenten gekennzeichnet ist (Bieback, Hecker et al. 2012).

, 1200 pm .

Abb. 4.1:

Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme vor (links) und nach (rechts) IORT isolierter MSC in p0. Gezeigt ist der eine
Fall, in welchem sowohl aus pre- als auch aus postlORT-Biopsien MSC isoliert werden konnten: Die aus der prelORT-Biopsie
isolierten Zellen zeigen eine MSC-typische Morphologie, wahrend die aus der postlORT-Biopsie gewonnenen Zellen einen
hochseneszenten Phanotyp widerspiegeln. In den Gewebeproben der restlichen 19 IORT-Patientinnen gelang eine MSC-
Isolation nur fir die vor der Bestrahlung entnommenen Gewebeproben.
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MSC-Isolation
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Diagramm 4.1:
MSC-Isolation aus Tumorbettbiopsien des mit einer IORT behandelten und des Kontrollkollektives, jeweils vor (pre) und nach
(post) IORT respektive SNB. Angaben als Prozent der bearbeiteten Gewebeproben; n =41 (20 IORT, 21 Kontrollen).

Die Gewichte der Gewebeproben zeigten innerhalb der jeweiligen Behandlungsgruppen
keinen signifikanten Unterschied. Dieser war auch gruppeniibergreifend im Vergleich der
Biopsatgewichte hinsichtlich der Entnahmezeitpunkte (prelORT vs. preSNB und postIORT

vs. postSNB) nicht nachweisbar.
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Diagramm 4.2:

Verteilung der Gewichte der Biopsien der IORT- (orange) und der Kontrollgruppe (blau), jeweils vor (pre) und nach (post) IORT
respektive SNB; n = 41 (20 IORT, 21 Kontrollen). Darstellung der MW als Balken. Signifikanztests auf Gewichtsunterschiede der
Biopsate innerhalb einer Behandlungsgruppe mittels gepaartem t-Test; gruppentibergreifender Vergleich durch doppelseitigen
t-Test fiir unverbundene Stichproben.
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4.1.2 Qualitative Differenzierungs-Assays (DA)

Fir die Untersuchung des adipogenen und osteogenen Differenzierungspotentiales der
isolierten Zellen konnten fiir die IORT-Gruppe nur die MSC der prelORT-Biopsien
analysiert werden. Da eine Isolation aus postlORT-Biopsien nur einmal erfolgreich war, die
Zellen jedoch nicht weiter kultivierbar waren, erreichten sie nie die fiir die DA vorgesehene
Passagenzahl p2. Fiir das Kontrollkollektiv konnten die DA fiir aus preSNB- und aus
postSNB-Biopsien isolierten Zellen durchgefiihrt werden.

Im adipogenen DA zeigten 90 % der MSC aus den prelORT-Biopsien der IORT-Gruppe
Differenzierungspotential zu Fettgewebe; im Kontrollkollektiv 90 % der MSC aus preSNB-
Biopsien und 55 % der aus postSNB-Biopsien.

preSNB postSNB

a

\J )

" 'y
b R
a8
R
B
nicht- Bs =
.
induziert ' o
}ﬂlo;
induziert
Abb. 4.2:

Exemplarische, phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Ergebnisse des adipogenen DA nach Olrot O-Férbung.
Dargestellt sind die nicht-induzierten Negativkontrollen in der oberen Reihe sowie die mit ADM induzierten MSC in der unteren
Reihe, jeweils mit aus prelORT- und postlORT-Biopsien isolierten MSC.

In der Analyse des osteogenen Differenzierungpotenzials zeigten 100 % der aus den
prelORT-Biopsien isolierten MSC Differenzierungsfahigkeit zu Knochengewebe; im
Kontrollkollektiv 100 % der MSC aus preSNB-Biopsien und 77 % der MSC aus postSNB-

Biopsien.
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Abb. 4.3:

Exemplarische, phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der Ergebnisse des osteogenen DA nach Von-Kossa-Farbung.

Dargestellt sind die nicht-induzierten Negativkontrollen in der oberen Reihe sowie die mit ODM induzierten MSC in der unteren
Reihe, jeweils mit aus prelORT- und postlORT-Biopsien isolierten MSC.
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4.1.3 Durchflusszytometrische Charakterisierung unbestrahlter Mamma-MSC
MSC-Marker [%] MSC-Marker [MFI]
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Diagramme 4.3:
Ergebnisse der Durchflusszytometrie der MSC. Links: Haufigkeit MSC-typischer Oberflaichenmarker in Prozent; rechts:
Darstellung der MFI = mean fluorescence intensity; n = 22. MW als Balken.

Aufgrund der limitierten Datenlage zu Charakteristika der MSC aus Brustgewebe sind fiir
diese Analyse alle Daten naiver, unbestrahlter MSC (d. h. prelORT, preSNB und post SNB)
zusammengefasst worden, um zu evaluieren ob die isolierten mammaren Zellen.
Grundsatzlich den Kriterien der ISCT entsprechen und welche zusatzlichen Eigenschaften
zu verzeichnen sind. Anhand der dargestellten Oberflichenmarkerkonstellation der aus
dem Brustgewebe isolierten Zellen stellte sich ein fiir ASC in p2 typischer Immunphanotyp
dar. Mit Ausnahme einer einzigen Gewebeprobe zeigten alle isolierten Zellen ein
MSC-typisches mit Fluoreszenzintensititen (siehe

Markerprofil vergleichbaren

Diagramme 4.3).

Putative und Kontaminations-Marker [%] Putative und Kontaminations-Marker [MFI]
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Diagramme 4.4:
Streudiagramm zur Darstellung der Verteilung putativer und kontaminationsassoziierter Oberflaichenmarker. Links:
Darstellung in Prozent; rechts: Darstellung in MFl; n = 22
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Kontaminationsassoziierte Oberflichenmolekiile (vgl. Diagramme 4.4) wurden in nur
wenigen Gewebeproben detektiert, hier v. a. CD31 als endothelialer Marker; andere
endotheliale Marker wie CD144 und CD106 wurden jedoch nicht koexprimiert. Eine
Expression von CD34 als Marker hamatopoetischer Vorlauferzellen wurde in den isolierten
Zellen nicht gefunden. Auch CD15 als Marker fiir neutrophile Granulozyten konnte auf den
von uns untersuchten bASC nicht detektiert werden.

Der prozentuale Anteil CD146-exprimierender Zellen (typischer Marker fiir
Endothelzellen) zeigte in unserer Analyse eine hohe Variabilitat. Dies kann das Vorliegen
verschiedener bASC-Subpopulationen anzeigen. Aufgrund der geringen Expressionsdichte
zeigte sich jedoch die entsprechende mittlere Fluoreszenzaktivitiat der untersuchten Zellen

homogener und vergleichbar mit dem Niveau der anderen Marker.
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4.2 Untersuchung der WF

ERGEBNISSE

4.2.1 Durchflusszytometrische Analyse

4.2.1.1 Myeloides Panel inklusive NK-Zellen

Im Rahmen der Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse des myeloiden Panels

wurden die errechneten relativen Zellzahlen der jeweiligen Oberflichenmarker als

Prozentangabe in Relation zu allen CD45-positiven Zellen (d. h. zu allen detektierten

Leukozyten) gesetzt. Im Gruppenvergleich zeigte sich in keiner der Untergruppen der

myeloiden Zellen ein signifikanter Effekt der IORT auf die prozentuale Haufigkeit (siehe

Tabelle 4.1). Bei neun Patientinnen konnten nicht geniigend Zellen aus der WF bzw. dem

EDTA-Blut isoliert werden, sodass diese nicht fiir die FACS-Analyse zur Verfiigung standen.

Tabelle 4.1:

Zellzahlen der untersuchten Zellpopulationen des myeloiden Panels in Relation zur Gesamtzellzahl innerhalb des CD45-positiven
Gates in der WF in Prozent. Angaben als MW # SD; statistische Testung mittels doppelseitigem t-Test.

IORT
(n=21)

Kontrolle
(n=12)

p-Wert

Monozyten (CD14+)
Neutrophile (CD15+ CD16+)

NK-Zellen
- CD56+/CD16-
- CD56+/CD16+
- CD56-/CD16-
- CD56-/CD16+

Reife myeloische Zellen (CD64+)

091+£0,72%
93,19+7,11 %

576672 %

1,31+1,98 %
11,59 + 15,38 %

29,06 £ 36,78 %

58,61 + 35,80 %

0,64 +0,78%
87,66 £ 14,08 %
7,31+£12,09 %

1,78 +1,87 %,

4,71+ 4,07 %

17,70 £ 24,07 %

75,86 + 28,11 %

0,36
0,14
0,64
0,51
0,14

0,35

0,16
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Auch in der Untersuchung der PBMC zeigte sich kein signifikanter Unterschied in den

Zellzahlen der analysierten Zellpopulationen des myeloiden Panels (siehe Tabelle 4.2).

Tabelle 4.2:

Zellzahlen der untersuchten Zellpopulationen des myeloiden Panels der mononukledren Zellen im peripheren Blut in Relation zur
Gesamtzellzahl innerhalb des CD45-positiven Gates in Prozent. Angaben als MW + SD; statistische Testung mittels
doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=15) (n=7)
Monozyten (CD14+) 8,04+1,12% 10,55 +5,38 % 0,15
Neutrophile (CD15+ CD16+) 62,22 +13,28 % 50,63 £ 26,59 % 0,19
NK-Zellen
- CD56+/CD16- 6,79 £3,35% 9,49+ 7,01% 0,23
- CD56+/CD16+ 2,75+1,55% 2,48 +1,49 % 0,71
- CD56-/CD16- 29.78 £ 19,38 % 12,81 +19,08 % 0,07
- CD56-/CD16+ 38,43+2267% 46,87 £24,40 % 0,44
Reife myeloische Zellen (CD64+) 32,74 £ 21,24 % 39,72 £ 29,41 % 0,53
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4.2.1.2 Lymphoides Panel

Die Auswertung der durchflusszytometrischen Analyse ergab keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Zellzahlen der untersuchten Zellpopulationen des lymphoiden
Panels nach einer IORT im Vergleich zur Kontrollgruppe (siehe Tabelle 4.3). Auch hier
wurden die errechneten Zellzahlen in Relation zu allen CD45-positiven Zellen gesetzt. Bei
neun Patientinnen konnten nicht geniigend Zellen aus der WF bzw. dem EDTA-Blut isoliert

werden, sodass diese nicht fiir die FACS-Analyse zur Verfligung standen.

Tabelle 4.3:
Zellzahlen der untersuchten Zellpopulationen des lymphoiden Panels in Relation zur Gesamtzellzahl innerhalb des CD45-
positiven Gates in der WF in Prozent. Angaben als MW + SD; statistische Testung mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=21) (n=12)

T-Lymphozyten (CD3+) 63,71 £ 19,77 % 53,95+ 18,52 % 0,17

- T-Helferzellen (CD4+) 6,91 +13,15% 6,66 +10,57 % 0,95

- Zytotoxische T-Zellen (CD8+) 39,72 +£16,79 % 31,91 £19,02 % 0,25
Aktivierung

- Frih (CD69+) 14,70 £+ 11,44 % 11,43+8,13 % 0,35

- Spat (CD154+) 3,41 £ 3,98 % 3,26 +5,45 % 0,93

Weiterhin ergab auch die quantitative Analyse der lymphoiden Zellen im peripheren Blut

keine signifikante Differenz zwischen den beiden Behandlungsgruppen (siehe Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4:
Zellzahlen der untersuchten Zellpopulationen des lymphoiden Panels der mononukledren Zellen im peripheren Blut in Relation
zur Gesamtzellzahl innerhalb des CD45-positiven Gates in Prozent. Angaben als MW * SD; statistische Testung mittels

doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=15) (n=7)

T-Lymphozyten (CD3+) 69,16 + 15,44 % 80,45+4,42 % 0,08

- T-Helferzellen (CD4+) 13,43 +24,38% 11,22 £ 21,69 % 0,84

- Zytotoxische T-Zellen (CD8+) 38,18 £ 23,23 % 51,71 £ 20,04 % 0,20
Aktivierung

- Friith (CD69+) 11,91 +8,38% 14,73+7,31 % 0,45

- Spat (CD154+) 492+7,60% 2,71+2,36 % 0,46
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4.2.1.3 Panel fiir regulatorische T-Zellen

Die Ermittlung der relativen Zellzahl der regulatorischen T-Zellen (Treg) in der WF aus
Redon-Drainagen sowie die Detektion des Chemokin-Rezeptors CD196, welcher die Treg
zur Migration in entziindetes Gewebe befahigt, ergaben keine signifikanten Unterschiede
zwischen IORT- und Kontrollgruppe. Bei neun Patientinnen konnten nicht geniigend Zellen
aus der WF bzw. dem EDTA-Blut isoliert werden, sodass diese nicht fiir die FACS-Analyse

zur Verfiigung standen.

Tabelle 4.5:

Zellzahlen der in der Redon-WF detektierten regulatorischen T-Zellen (Teq). Zunéchst wurde im Lymphozyten-Gate ein weiteres
Gate um die CD4+/CD25+ Zellen gesetzt und ausgewertet, um anschliefend Gates noch spezifischer auf FoxP3-positive Zellen
mit niedriger CD127-Expression zu gaten. Ebenso wurden die Zahlen der Zellen mit unterschiedlichen Expressionsmustern fiir
CD4/CD196 ausgewertet. Angaben in Prozent und als MW + SD; statistische Testung mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=14) (n=10)
Unspezifische T,.;-Marker
(CD4+, CD25+): 23,92 +28,08% 10,70 +£9,82 %, 0,17
- Spezifischere Te;-Marker
in diesem Gate (CD127low, FoxP3+): | 12,38 +14,73 % 8,20+ 8,19 % 0,64
Expression von CD196:
- CD4-,CD196+: 10,40+£892%  12,74+1499 % 0,64
- CD4+,CD196+: 7,25+ 5,53 % 6,66 + 5,47 % 0,80
- CD4-,CD196-: 22,30+1386% 28,58+17,86% 0,34
- CD4+,CD196-: 60,06 +11,43% 52,02+x11,91% 0,11
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Desweiteren ergab auch die durchflusszytometrische Analyse des peripheren Blutes

hinsichtlich der genannten Gates fiir regulatorische T-Zellen sowie fiir die Expression von

CD196 keine gruppenbezogenen, signifikanten Unterschiede:

Tabelle 4.6:
Zellzahlen der im peripheren Blut detektierten T, Zundchst wurde ein Gate um die CD4+/CD25+ Zellen gesetzt und
ausgewertet, um anschliefend innerhalb dieses Gates noch spezifischer auf FoxP3-positive Zellen mit niedriger CD127-
Expression zu gaten. Ebenso wurden die Zahlen der Zellen mit unterschiedlichen Expressionsmustern fiir CD4/CD196
ausgewertet. Angaben in Prozent und als MW % SD; statistische Analyse mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=11) (n=5)
Unspezifische T,.;-Marker
(CD4+, CD25+): 9,64 +22,19 % 4,80 + 3,96 % 0,64
- Spezifischere Teg-Marker
in diesem Gate (CD127low, FoxP3+): 9,00 +22,05% 3,20+ 2,95 % 0,57
Expression von CD196:
- CD4-,CD196+: 9,38 +5,78 % 9,58 +3,29 % 0,94
- CD4+,CD196+: 3,27 £2,28% 4,21+2,81% 0,49
- CD4-,CD196-: 32,01+1826% 47,76+8,21% 0,09
- CD4+,CD196-: 5534+18,63% 38,44 +8,10% 0,08
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4.2.1.4 Apoptosebestimmung mit Annexin V-Fdrbung

Im Rahmen der Apoptosebestimmung mittels Annexin V-Farbung wurden die CD45-
positiven Zellen entsprechend ihres Viabilitdtszustandes kategorisiert (siehe Tabelle 3.1,
Abb. 3.6). Im Vergleich der beiden Kollektive zeigte sich in keinem der beschriebenen
Viabilitatszustinde ein signifikanter Unterschied bei den aus der Redon-WF isolierten

CD45-positiven Zellen:

Tabelle 4.7:
Kategorisierung der Viabilitétszustdnde der aus der WF isolierten CD45-positiven Zellen, Angaben in Prozent und als MW + SD;
statistische Analyse mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=20) (n=10)
Friihapoptotische Zellen (Annexin V+, PI-): 8,00+6,41 % 504 +497 % 0,21

Spatapoptotische und nekrotische Zellen | 4,17 +4,97 % 4,47 £ 6,80 % 0,89
(Annexin V+/PI+):

Vitale Zellen (Annexin V-/PI-): 87,83+9,70% 90,49 +10,83 % 0,50

Auch die CD45-positiven PMBC zeigten keine signifikanten Unterschiede in ihrem
Viabilitatszustand im Vergleich der IORT- mit der Kontrollgruppe:

Tabelle 4.8:
Kategorisierung der Viabilitédtszustdnde der aus dem peripheren Blut isolierten CD45-positiven Zellen. Angaben in Prozent und
als MW + SD; statistische Analyse mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=14) (n=7)
Frithapoptotische Zellen (Annexin V+, PI-): 5,02 +£5,40 % 1,69 + 1,65 % 0,13

Spaitapoptotische und nekrotische Zellen 5,55 +9,66% 1,45+ 4,16 % 0,30
(Annexin V+/PI+):

Vitale Zellen (Annexin V-/PI-): 89,43+11,02% 96,86+ 3,18% 0,10

Bei einigen Patientinnen konnten nicht gentigend Zellen aus der WF bzw. dem EDTA-Blut

isoliert werden, sodass diese nicht fiir die FACS-Analyse zur Verfiigung standen.
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4.2.2 Multiplex-Zytokin-Analyse und ELISA

Um sich zunichst eine Ubersicht zu verschaffen, welche Faktoren in der WF vorliegen und
inwiefern deren Spiegel im Rahmen einer intraoperativen Bestrahlung verdandert werden,
fiihrten wir zunachst den Human Cytokine Array fiir 80 Zytokine mit den WF von 15
Patientinnen durch (7 IORT- vs. 8 Kontroll-Patientinnen). Die Ergebnisse sind im folgenden

Balkendiagramm grafisch dargestellt.

o PoGr-o [
RANTES [ — MiP-3 o
vc-1 [ sonr I
Bl
vip-1 5
Leptin — K
Osteopontin
Tive-2 [ —
or-1 -
Nap-2 —
Eotaxin-2 - [ |
Angiogenin  —
vcr-2 —
icrop-2 —
1o —
cor  —
Tor-p2 [
cro [
Groo | —
Tive-1 [ — *
Hor  —
icrop-1 [—
ena7s — -
Pocr-5; [ — vcsr [
1 10 100 1000 10000 1 10 100 1000 10000
Relative Signalintensitat Relative Signalintensitat
B MW Kontrolle EMW IORT B MW Kontrolle B MW IORT

Diagramm 4.5:

Chemilumineszenz-Signalintensitdten der mittels Zytokin-Array in den WF nachgewiesenen 80 Zytokine und Faktoren (n = 15;
7 I0RT vs. 8 Kontroll-Patientinnen). Angaben als MW * SD. Statistische Analyse durch doppelseitigen t-Test; * p < 0,05.
Fortsetzung auf der nachsten Seite.
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Es fanden sich im Gruppenvergleich signifikante Unterschiede der gemessenen
Chemilumineszenz-Signalintensitiaten der Faktoren Leptin, Oncostatin-M (OSM), IL-1f3 und

GRO« (siehe Tabelle 4.9).

Tabelle 4.9:
Chemilumineszenz-Signalintensitdten im Zytokin-Array der Faktoren mit signifikantem, gruppenassoziiertem Unterschied.
Angaben als MW + SD; statistische Analyse mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=7) (n=8)
Leptin 941 + 549 370+ 211 0,01
Oncostatin-M (OSM) 40+ 16 62 + 44 0,01
IL-18 38+15 67 + 37 0,04
GRO« 79 + 36 14179 0,05

Aufgrund dieser Ergebnisse beschlossen wir, die jeweiligen Konzentrationen in den WF
aller eingeschlossenen Patientinnen mittels ELISA zu quantifizieren. Aufgrund eines zu
geringen Probenvolumens konnte fiir 4 Patientinnen (davon 2 IORT- und 2 Kontroll-
Patientinnen) keine ELISA-Analyse durchgefiihrt werden, sodass hierfiir letztendlich 36
individuelle Proben (18 IORT- vs. 18 Kontroll-Patientinnen) zur Verfligung standen. Die
Zytokinspiegel der WF zeigten im Vergleich beider Kollektive eine signifikante Differenz
fir die Zytokine OSM, IL-13 sowie Leptin. Die Konzentration des Faktors GROa hingegen
war im Vergleich der beiden Kollektive nicht signifikant unterschiedlich (siehe Tabelle

4.10).

Tabelle 4.10:
Konzentrationen der explizit in den WF der einzelnen Patientinnen per ELISA nachgemessenen Faktoren. Angaben in pg/mL
und als MW #* SD; statistische Analyse mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=18) (n=18)
Leptin 5275,09 + 3891,75 2949,02 + 3470,62 0,02
Oncostatin-M (OSM) 179,06 £ 133,26 287,47 + 224,83 0,04
IL-1 23,27 +£16,80 13,97 + 8,88 0,04
GRO«a 1219,98 + 886,12 1110,15 £ 750,45 0,69
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Diagramme 4.6:
Konzentrationen der explizit in den WF der einzelnen Patientinnen per ELISA nachgemessenen Faktoren (n = 36;
18 IORT- vs. 18 Kontroll-Patientinnen). Angaben als MW * SD. * p < 0,05 im doppelseitigen t-Test.

Des Weiteren fuhrten wir ELISA auch fiir die Faktoren VEGF, RANTES, HGF sowie uPA aus,
dies im Kontext veroffentlichter Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die eine Rolle dieser
Faktoren fiir das Lokalmilieu im Rahmen einer IORT nahelegen. Als Bestatigung der Daten
des Zytokin-Array ergaben auch die ELISA keine signifikanten Unterschiede in den
Konzentrationen der genannten Faktoren in den WF der beiden Gruppen (siehe Tabelle

4.11).

Tabelle 4.11:
Konzentrationen weiterer in den WF der einzelnen Patientinnen per ELISA nachgemessenen Faktoren. Angaben in pg/mL und
als MW + SD; statistische Analyse mittels doppelseitigem t-Test.

IORT Kontrolle p-Wert
(n=18) (n=18)
VEGF 547,57 + 335,45 280,97 + 429,27 0,08
RANTES 8316,54 + 9609,54 6070,72 + 2830,92 0,45
HGF 17604,44 + 14686,87 4803,69 + 8202,66 0,19
uPA 120,37 + 114,58 117,58 + 109,04 0,88
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4.3 Einfluss der WF auf die Zellfunktion

Wir untersuchten den Einfluss der WF, als Reprasentant des lokalen Milieus im Tumorbett,
auf Mamma-MSC und auf die Brustkrebszelllinie MDA-MB 231. Hierfiir wurden
verschiedene Live Cell Imaging-Versuche durchgefiihrt: Proliferations- und Wundheilungs-

Assays sowie chemotaxisbedingte Migration.

4.3.1 Einfluss der WF auf Mamma-MSC

4.3.1.1 Proliferations-Assay

Experimentell wurde zunachst analysiert, ab welcher Konzentration die WF einen Einfluss
auf die MSC-Proliferation hat. Weiterhin wurde untersucht, ob dafiir der Zusatz von WF
zum Kulturmedium ausreichend ist oder ob Zusatz von Serum als Supplement nétig ist. WF
fiir diese Versuche bestand aus einem Pool der WF von 16 Patientinnen mit IORT bzw. 16
Kontrollen. Kontroll-WF in den Konzentrationen 0,5 % / 1,0 % / 5,0 % / 10,0 % wurde
verglichen mit normalem MSC-Medium (+ 10 % AB-Serum) bzw. serumfreiem
Kulturmedium. Es zeigte sich, dass die WF, abhdngig von der zugesetzten Konzentration,
die Zellproliferation ebenso unterstiitze wie das normale Zellkulturmedium und sich
deutlich von dem serumfreien Medium unterschied. Aufgrund dieser Erkenntnisse
entschieden wir uns dazu, dass fiir die folgenden Experimente kein Zusatz von Serum zum
WF notwendig ist.

Bei den darauffolgenden Versuchsansitzen wurden die jeweils fiir die IORT- und die
Kontrollgruppe gepoolten WF eingesetzt. Getestet wurde vergleichend deren Einfluss auf
die Proliferation der Mamma-MSC. Der WF-Pool jeder Gruppe wurde in den
Konzentrationen 0,1 % / 0,5 % / 1,0 % / 50 % / 10 % im Kulturmedium der MSC
eingesetzt. Nachdem man sich auf diese Weise zunachst Orientierung verschaffte, in
welchen Konzentrationsbereichen ein Unterschied zwischen den Gruppen zu verzeichnen
war, wurden die folgenden Versuchsansidtze nur noch mit wirkstarken WF-
Konzentrationen durchgefiihrt. Diese gebrauchliche Beschrankung verhinderte einen
ibermafdigen Verbrauch technischer Replikate. Die Resultate sind im Folgenden

dargestellt.
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Abb. 4.4:

Proliferation der Mamma-MSC unter dem Einfluss von 0,5 % IORT-WF (obere Reihe) und 0,5 % Kontroll-WF (untere Reihe)
nach 4 h, 24 h und 72 h. Aufnahmen des IncuCyte Zoom® unter Phasenkontrast, unter Einblendung der Konfluenzmaske fiir

Mamma-MSC (orange).
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Diagramm 4.7:

Proliferation der Mamma-MSC mit 0,5 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Medienzusatz. Anzahl der technischen
Replikate: 72 (36 IORT, 36 Kontrollen). Angaben der Konfluenz in Prozent liber die Zeit in 2 h-Intervallen als MW + SD. p < 0,0001

in MANOVA.
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Der Proliferationskurven fiir 0,5 % WF verlaufen zunachst nahezu gleich, ehe sie sich ab
einem Zeitpunkt von 34 Stunden auftrennen. Die mit der WF der Kontroll-Patientinnen
behandelten Zellen zeigen ein vermehrtes Wachstum und erreichen nach 70 Stunden eine
hohere Konfluenz (MW + SD der Konfluenz bei t = 70 h: 49,52 + 7,31 %), wahrend das
Wachstum der mit WF von mit [ORT behandelter Patientinnen im direkten Vergleich zur
Kontrollgruppe gehemmtist (bei t=70 h: 28,21 + 9,34 %). Die multivariate Varianzanalyse
ergab einen hochsignifikanten Unterschied (p < 0,0001) im Vergleich der Gesamtverlaufe
beider Kurven. Eine fiir jeden Zeitpunkt durchgefiihrte Regressionsanalyse (KQ-Methode)
ergab, dass ein signifikanter Unterschied (p < 0,04) ab dem Zeitpunkt t = 34 h nachweisbar
ist.

Fiir die Konzentration von 1,0 % WF als Kulturmedienzusatz zeigt sich folgendes

Verhalten:

Mamma-MSC Proliferation—WF 1 %
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Diagramm 4.8:

Proliferation der Mamma-MSC mit 1,0 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Medienzusatz. Zusammenfassung von drei
Einzelexperimenten mit jeweils 24 technischen Replikaten (12 IORT, 12 Kontrollen). Angaben der Konfluenz in Prozent Gber die
Zeit in 2 h-Intervallen als MW % SD. p < 0,0001 in MANOVA.

Die Kurven der IORT- und der Kontrollgruppe weisen einen dhnlichen Kurvenverlauf auf,
nur die orangefarbene Kurve (Behandlung mit WF von IORT-behandelten Patientinnen)

scheint um ca. zwolf Stunden zeitversetzt im Vergleich zu jener der Kontrollgruppe. Dabei
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erreichen die mit 1 % IORT-WF behandelten MSC eine etwas hohere maximale Konfluenz
(64,02 + 2,71 % nach 60 h) als die mit 1 % Kontroll-WF behandelten Zellen (61,68 + 2,14
% nach 48 h). Auch in diesem Fall ergab die MANOVA-Analyse einen hochsignifikanten
Unterschied zwischen den Kurven der beiden Behandlungsgruppen (p < 0,0001). Der
Zusatzvon 0,1 % /5% / 10 % der WF von IORT- vs. Kontroll-Patientinnen in MSC-Kulturen

ergab keinen signifikanten Unterschied im Proliferationsverhalten der Zellen.

4.3.1.1.1 ELISA-Analyse der konditionierten Medien

Nachdem wir deutliche Unterschiede im Proliferationsverhalten der MSC unter IORT- bzw.
Kontroll-WF beobachtet hatten, interessierte uns die Zusammensetzung der
Wachstumsfaktoren in den konditionierten Medien der entsprechenden MSC-Kulturen. Die
ELISA-Analyse der konditionierten Medien aus den Replikaten des Proliferations-Assays
mit Mamma-MSC unter Einfluss von 0,5 % WF (IORT vs. Kontrolle) ergab unter
Verwendung von 15 Replikaten pro Gruppe folgende Ergebnisse: Die Zytokinspiegel der
konditionierten Medien zeigten im Vergleich zwischen mit IORT-WF und Kontroll-WF
behandelten MSC-Kulturen eine signifikante Differenz fiir die Zytokine GROa,VEGF sowie
RANTES. Die Konzentration des Faktors HGF hingegen war im Vergleich der beiden
Kollektive nicht signifikant unterschiedlich (siehe Tabelle 4.12).

Tabelle 4.12:

Per ELISA in den mit 0,5 % WF konditionierten MSC-Kulturmedien ermittelte Konzentrationen verschiedener Faktoren. Angaben
in pg/dL und als MW # SD. Anzahl technischer Replikate: 15 IORT, 15 Kontrollen; statistische Analyse mittels doppelseitigem t-
Test.

IORT Kontrolle p-Wert
GRO«a 5,66 2,58 11,10 + 7,83 <0,01
VEGF 76,47 19,92 93,26 + 21,37 0,03
RANTES 99,61 + 22,01 127,45 + 18,25 <0,01
HGF 31,31+11,32 37,26 = 14,35 0,20

70



ERGEBNISSE

GRO«a VEGF
20 150
15
g g‘ 100
B10 Ed
°s FH o
0 0
IORT Kontrolle IORT Kontrolle
RANTES HGF
200 60
* 50
__ 150 —_
_El —El 40
E 100 E 30
© 5 © jg
0 0
IORT Kontrolle IORT Kontrolle

Diagramme 4.9:

Per ELISA in den mit 0,5 % WF konditionierten MSC-Kulturmedien ermittelte Konzentrationen verschiedener
Faktoren. Angaben als MW + SD. Anzahl technischer Replikate: 15 IORT, 15 Kontrollen. * p < 0,05 im doppelseitigen
t-Test.

4.3.1.2 Wundheilungs-Assay

WF kann das Wundheilungspotenzial von Zellen beeinflussen. Als ersten Indikator
analysierten wir das Migrationsverhalten der MSC im Wundheilungs-Assay. Analog zur
Vorgehensweise im Proliferations-Assay erfolgte auch hier zunachst ein Versuchsansatz
mit allen zuvor genannten Konzentrationsstufen (0,1 % /0,5% /1,0 % / 5,0 % / 10 % WF,
jeweils IORT vs. Kontrolle), um in den darauf folgenden beiden Versuchsansiatzen den
Schwerpunkt auf die Generierung technischer Replikate in den Konzentrationsstufen mit
auffalligen Ergebnissen zu legen. Angestrebt wurde hierbei die Anzahl von 40 technischen
Replikaten pro Kollektiv.

Im Wundheilungs-Assay war allein bei Einsatz von 1 % WF im Kulturmedium ein
Unterschied zwischen beiden Kollektiven zu messen, sodass im Folgenden allein diese
Ergebnisse grafisch dargestellt sind. Da in vier Wells (1 IORT, 3 Kontrollen) die ,Pins“ des
WoundMaker™ keinen bzw. keinen ausreichenden ,Scratch” in der MSC-Einzelzellschicht
erzeugten, wurden abziiglich dieser Anzahl 39 technische Replikate fiir die IORT-Gruppe

und 37 fiir die Kontrollgruppe erzeugt.
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Diagramm 4.10:
Wundheilung der Mamma-MSC mit 1 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Medienzusatz. Anzahl der technischen
Replikate: 39 IORT, 37 Kontrollen. Angaben als RWD in Prozent Uiber die Zeit in 2 h-Intervallen als MW £ SD. p =0,01 in MANOVA.

Die mit der WF der IORT-Patientinnen behandelten MSC zeigten zeitbezogen eine
verminderte Wunddichte (RWD bei t = 48 h: 85,53 = 6,63 %), im Vergleich zu den mit
Kontroll-WF behandelten Zellen, welche zum selben Zeitpunkt eine RWD von 92,67 + 4,2
% aufwiesen. Die MANOVA-Analyse ergab einen signifikanten Unterschied (p = 0,01) im
Vergleich der Gesamtverldufe beider Kurven. Eine fiir jeden Zeitpunkt durchgefiihrte
Regressionsanalyse (KQ-Methode) ergab, dass ein signifikanter Unterschied (p < 0,04) ab
dem Zeitpunkt t = 2 h nachweisbar ist.

Der Zusatzvon 0,1 % / 0,5% / 5 % / 10 % der WF von IORT- vs. Kontroll-Patientinnen in
MSC-Kulturen  ergab  keinen  signifikanten = Unterschied  hinsichtlich  der

Wundheilungsgeschwindigkeit.
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4.3.1.3 Migration/Chemotaxis-Assay

Auch in diesem Transwell-basierten Assayformat zur Evaluation der Chemotaxis-
bedingten Migration mit WF als Chemoattraktans in MSC-Zellkulturen erfolgte der erste
Versuchsansatz mit allen zuvor genannten Konzentrationsstufen (0,1 % / 0,5% / 1,0 % /
50 % / 10 % WEF, jeweils IORT vs. Kontrolle), um in den beiden darauf folgenden
Versuchsansatzen den Schwerpunkt auf die Generierung technischer Replikate in den
Konzentrationsstufen mit auffilligen Ergebnissen zu legen. Angestrebt wurde hierbei die
Anzahl von 28 technischen Replikaten pro Kollektiv.

Im Migrations/Chemotaxis-Assay mit MSC war ein Unterschied zwischen beiden
Kollektiven allein im Einsatz von 0,5 % WF als Chemoattraktans zu verzeichnen, sodass im
Folgenden allein die Ergebnisse dieser Konzentrationsstufe grafisch dargestellt sind. Fiir
die IORT-Gruppe konnten nur 27 der 28 angestrebten technischen Replikate erzeugt
werden, da in einem Well das Vorliegen von Luftblasen eine Quantifizierung der

migrierenden Zellen durch die Analysemaske verhinderte.
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Diagramm 4.11:

Chemotaxis-bedingte Migration der Mamma-MSC mit 0,5 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Chemoattraktans. Anzahl
der technischen Replikate: 27 IORT, 28 Kontrollen. Angaben als dimensionslose Bottom/Top-Ratio lber die Zeit in 2 h-
Intervallen als MW * SD. p = 0,02 in MANOVA.
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Unsere Ergebnisse zeigen zeitbezogen eine verminderte Migration der MSC in die gepoolte
WEF der IORT-Patientinnen (Bottom/Top-Ratio bei t=24h: 0,10 £ 0,03) im Vergleich zu den
Kammern mit gepoolter WF der Kontrollgruppen-Patientinnen (Bottom/Top-Ratio bei t =
24 h: 0,15 £ 0,04). Die MANOVA-Analyse ergab einen signifikanten Unterschied (p = 0,02)
im Vergleich der Gesamtverldufe beider Kurven. Eine fiir jeden Zeitpunkt durchgefiihrte
Regressionsanalyse (KQ-Methode) ergab, dass ein signifikanter Unterschied (p < 0,04) ab
dem Zeitpunkt t = 10 h nachweisbar ist.

Der Einsatz der WF von IORT- vs. Kontroll-Patientinnen als Chemoattraktantien ergab
hinsichtlich der hierdurch induzierten MSC-Migration in den Konzentrationen von 0,1 % /

1% /5% /10 % keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kollektiven.
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4.3.2 Einfluss der WF auf MDA-MB 231

4.3.2.1 Proliferations-Assay

Der Zusatzvon 0,1% /0,5% /1% /5% / 10 % der WF von IORT- vs. Kontrollpatientinnen
in MDA-MB 231-Zellkulturen ergab hinsichtlich des Proliferationsverhaltens keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Kollektiven. Exemplarisch fiir alle

Konzentrationsstufen sind untenstehend die Daten fiir die Konzentration von 0,5 % WF im

Kulturmedium grafisch dargestellt.
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Diagramm 4.12:

Proliferation der MDA-MB 231 mit 0,5 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Medienzusatz. Anzahl der technischen
Replikate: 48 (24 IORT, 24 Kontrollen). Angaben als Konfluenz in Prozent Uber die Zeit in 2 h-Intervallen als MW % SD. Die
statistische Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Verlauf der Kurven beider Kollektive.
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4.3.2.2 Wundheilungs-Assay

Der Zusatzvon 0,1% /0,5% /1% /5% /10 % der WF von IORT- vs. Kontroll-Patientinnen
in MDA-MB 231-Zellkulturen ergab hinsichtlich der Geschwindigkeit der Wundheilung
keinen signifikanten Unterschied zwischen den Kollektiven. Exemplarisch fiir alle
Konzentrationsstufen sind untenstehend die Daten fiir die Konzentration von 0,5 % WF im

Kulturmedium grafisch dargestellt.
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Diagramm 4.13:

Wundheilung der MDA-MB 231 mit 0,5 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Medienzusatz. Anzahl der technischen
Replikate: 40 IORT, 40 Kontrollen. Angaben als RWD in Prozent Uber die Zeit in 2 h-Intervallen als MW + SD. Die statistische
Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Verlauf der Kurven beider Kollektive.
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4.3.2.3 Migration/Chemotaxis-Assay

Der Einsatzvon 0,1% /0,5% /1% /5 % / 10 % WF von IORT- vs. Kontroll-Patientinnen
als Chemoattraktans in MDA-MB 231-Zellkulturen ergab hinsichtlich des Chemotaxis-
bedingten Migrationsverhaltens keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Kollektiven. Exemplarisch fiir alle Konzentrationsstufen sind untenstehend die Daten fiir

die Konzentration von 0,5 % WF im Kulturmedium grafisch dargestellt.
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Diagramm 4.14:

Chemotaxis-bedingte Migration der MDA-MB 231 mit 0,5 % WF der IORT- vs. der Kontrollgruppe als Chemoattraktans. Anzahl
der technischen Replikate: 48 IORT, 48 Kontrollen. Angabe als dimensionslose Bottom/Top-Ratio Uber die Zeit in 2 h -Intervallen
als MW + SD. Die statistische Analyse ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen dem Verlauf der Kurven beider
Kollektive.
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5.DISKUSSION

Unsere Ergebnisse unterstiitzen die anfangs aufgestellte Hypothese, dass eine IORT einen
messbaren Einfluss auf das lokale Zell- und Immunsystem des Tumorbettes hat. Das
Wachstum der MSC im Tumorbett wird negativ beeinflusst, wobei wir sowohl einen direkt
radiotoxischen Aspekt als auch eine Konditionierung des Mikromilieus im Sinne einer
Alteration des Zytokinprofils beobachten konnten. Ebenso scheint das Sekretom der MSC
durch den Einfluss der Bestrahlung auf das lokale Milieu modifiziert zu werden. Eine
Veranderung der zellularen Zusammensetzung der Wundfliissigkeit konnten wir jedoch
nicht belegen. Zusammengenommen konnte dies zur Generierung eines fir die Entstehung
von Lokalrezidiven weniger vorteilhaften Milieus filhren und somit einen Anteil zu der

Wirkung der IORT auf das Tumorbett beitragen.

5.1 Direkter Einfluss einer IORT auf zellulire Komponenten des

Immunsystems

5.1.1 Einfluss auf MSC im Tumorbett

Im grofdten Teil der Literatur wird v. a. der hemmende Einfluss der IORT im Rahmen einer
Antitumortherapie auf das Wachstum residualer Tumorzellen beschrieben (Herskind et al.,
2017). Arbeiten iiber die Auswirkungen einer Bestrahlung auf MSC, differenziert nach
verwendeter Strahlendosis, sind hauptsachlich die Ergebnisse aus in-vitro-Versuchen.
Viele Daten legen nahe, dass MSC radioresistent seien. Uns interessierte daher, ob die IORT
einen radiotoxischen Effekt auf MSC hat, oder ob MSC der intraoperativen
Hochdosisbestrahlung entkommen konnen. Bei unseren Ergebnissen handelt es sich somit
erstmals um erhobene Daten bezliglich des Verhaltens von MSC nach einer IORT unter in-
vivo-Bedingungen. Wir konnten nach der IORT nur aus einer von zwanzig Gewebebiopsien
vitale MSC isolieren. Diese waren jedoch nicht iiber die Ursprungspassage hinaus
kultivierbar, zeigten ein verringertes Zellvolumen und wiesen zahlreiche Stressfilamente
auf. Damit entsprachen sie in ihrer Erscheinung einem seneszenten Phianotyp (Bieback et
al., 2012). Wir deuten unsere Ergebnisse als direkte Radiotoxizitat der IORT auf die MSC
des Tumorbettes. Die Daten dieses Projektes sind bereits publiziert (Uhlig, Wuhrer et al.,
2020).
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In den letzten Jahren wurden in diversen Arbeiten v. a. die radioresistenten Eigenschaften
der MSC hervorgehoben. Auch eine beziiglich dieser Thematik durchgefiihrte
systematische Ubersichtsarbeit schlussfolgert die Existenz eines vornehmlich
radioresistenten Phdnotyps der MSC: Dieser kdme u. a. durch bestrahlungsinduzierte,
verstarkte Erkennung von DNA-Schiden und DNA-Reparaturmechanismen sowie der
Ausschiittung anti-apoptotischer Proteine zur Auspragung (Nicolay et al., 2015b). Der
Grof3teil der in die genannte Ubersichtsarbeit einbezogenen Studien beschiftigt sich jedoch
mit einer in-vitro-Bestrahlung bereits im Vorfeld isolierter MSC. Unserer Meinung nach ist
hier die Vergleichbarkeit der Daten mit einer in-vivo-Radiatio wie der IORT nur
eingeschrankt mdéglich. Die einzige in der Arbeit genannte Publikation, welche sich mit dem
Einfluss einer Bestrahlung unter in-vivo-Bedingungen beschaftigt, beschreibt eine
Resistenz von aus porkinen Mandibulae isolierten MSC nach einer Radiatio mit 18 Gy. Eine
in-vivo-Bestrahlung von MSC mit 20 Gy - entsprechend einer Strahlendosis im Rahmen der
IORT - wurde bis dato nicht untersucht. Ebenso wurde in keiner der genannten Studien, in
denen eine in-vitro-Radiatio untersucht wurde, eine entsprechende Dosis von 20 Gy
erreicht. Bezieht man weitere Publikationen in die Recherche mit ein, in denen der Einfluss
hoherer Strahlendosen in vitro untersucht worden war, zeigt sich eine Abhangigkeit der
Radiosensitivitit der MSC von der Strahlendosis: Bei Uberschreitung einer Strahlendosis
von 10 Gy wird in mehreren Untersuchungen eine entsprechende
Proliferationseinschrankung der MSC beschrieben (D'Andrea etal.,, 2012; de Andrade et al,,
2014; Fekete et al., 2015).

Eine IORT mit 20 Gy schrankt unseren Ergebnissen zufolge die klonale Kapazitat von MSC
hochgradig ein. Es muss entsprechend unserer Ergebnisse von einer Radiosensitivitidt der
Mamma-MSC ausgegangen werden. Die Daten stiitzen die Hypothese, dass das Verfahren
einen lokalen, ablativen Effekt nicht nur auf verbliebene Tumorzellen, sondern auch auf
weitere Komponenten des Tumorbett-Stromas hat.

Bei den von uns aus einer Gewebeprobe nach IORT isolierbaren MSC handelte es sich in
Anbetracht der begrenzten Passagefdhigkeit und des charakteristischen
Erscheinungsbildes um eine bestrahlungsinduziert-selektierte, seneszente MSC-
Subpopulation mit eingeschranktem klonogenen Potenzial (Alessio et al., 2015). Andere
Arbeitsgruppen beschrieben neben der eingeschrankten klonalen Expansion ein
erhaltenes Differenzierungspotenzial der iiberlebenden Klone (Fekete et al, 2015). Da
unser Differenzierungsassay (DA) ein Wachstum der Zellen tiber 2 bis 3 Wochen

voraussetzt, war eine Untersuchung der IORT-liberlebenden MSC hinsichtlich ihres
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Differenzierungspotenziales nicht moglich, sodass diesbeziiglich keine Aussage getroffen
werden kann.

Unsere Daten erweitern das Konzept der Schadigung residualer maligner Zellen im
Tumorbett durch die IORT (Vaidya et al., 2014) um Befunde eines zusatzlichen Einflusses
auf MSC.

Das Ergebnis einer deutlich geringeren Erfolgsrate der MSC-Isolation aus den Biopsien der
Kontrollgruppe gegeniiber der vor der IORT entnommenen Biopsien des
Studienkollektives ist in seiner Interpretation nicht eindeutig. Moglich ware eine
bindegewebsreichere Zusammensetzung der Proben der Kontrollgruppe, der die
Wahrscheinlichkeit einer erfolgreichen MSC-Isolation verringert. Es ist nicht
auszuschliefden, dass es sich um einen Selektions-Bias handelt, im Sinne einer hoheren
Zuordnungswahrscheinlichkeit zur Kontrollgruppe bei kleinerer Brustgrofie, da ein zu
geringer Haut-Applikator-Abstand bei der IORT als Kontraindikation gewertet wird
(Tuschy et al., 2013). Diese Mammae zeigen einen h6heren Anteil an Bindegewebe und
einen geringeren Anteil an Fettgewebe im Vergleich zu gréfieren Mammae.

Weiterhin kann die zur intraoperativen Blutstillung durchgefiihrte Thermokoagulation die
Zahl vitaler MSC negativ beeinflussen. Hier fand sich jedoch im Gruppenvergleich kein
Unterschied der Haufigkeit angewandter Thermokoagulation.

Mehrere Studien konstatieren, dass ein inflammatorisches Milieu die MSC-Differenzierung
beeinflusst, wobei speziell der durch die MSC mitregulierten Makrophagen-Polarisation
eine essenzielle Funktion zukommt (Gong et al., 2016; Luz-Crawford et al., 2017; Zhang et
al., 2017). So werden beispielsweise in Kokultur mit anti-inflammatorisch wirkenden M2-
Makrophagen gehaltene MSC vermehrt zur osteogenen Differenzierung stimuliert (Zhang
etal, 2017). In unseren Analysen fanden wir in den Proben des Kontrollkollektivs - alleinig
durch die im Rahmen der SNB entstehenden 30-miniitigen Wartezeit - zwischen den pre-
und post-Probenentnahmen in letzteren ein eingeschranktes Differenzierungspotential
sowohl zu Fett- als auch zu Knochengewebe, allerdings ohne negative Beeinflussung der
klonogenen Kapazitat der MSC. Wir interpretieren diese Befunde als Einfluss der durch das
chirurgische Trauma bedingten pro-inflammatorischen Konditionierung des lokalen
Milieus auf das Differenzierungspotential der MSC. Diese Schlussfolgerung widerspricht
nicht den genannten Erkenntnissen zum MSC-Differenzierungsverhalten in Abhangigkeit
des lokalen Inflammationsstatus. Wie oben beschrieben, konnten wir keine Daten
hinsichtlich des zusatzlichen Einflusses der IORT auf die Differenzierungsfahigkeit der MSC

erheben.
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5.1.2 Einfluss auf zellulare Komponenten der WF

Initial stellten wir die Hypothese auf, dass die IORT lokale immunologische Prozesse
beeinflusst, sodass unterschiedliche Immunzellen angelockt werden. Wir konnten jedoch
fiir keine der untersuchten Zellpopulationen myeloischen und lymphatischen Ursprunges
einen Unterschied in der Zellzahl, der Aktivitat sowie im Apoptoseverhalten in der WF
nachweisen. Dies entsprach nicht den bisher veroéffentlichten Daten, die iiber diverse
Mechanismen eine verstiarkenden Einfluss der Radiatio auf die lokale Immunantwort des
angeborenen sowie des adaptiven Immunsystem beschreiben, u. a. durch eine Infiltration
von Entziindungszellen (de la Cruz-Merino et al., 2014; Demaria and Formenti, 2007; Shiao
and Coussens, 2010).

Eine Erklarung fiir die diskrepanten Daten konnte mit dem Zeitpunkt der Probenentnahme
zusammenhangen. Wahrend in unserer Studie die WF sowie die peripheren Blutproben
nach 24 Stunden analysiert wurden, wurden in den vorausgegangenen Studien
Verdanderungen nach 7 Tagen beobachtet (Lugade et al., 2008). Moglicherweise hatte also
eine Analyse zu einem spdteren Zeitpunkt Unterschiede aufzeigen kénnen.

Die zeitliche Abfolge physikalischer Ereignisse ist entscheidend fiir die immunvermittelte
Effektivitat einer Radiotherapie. Wie in Kapitel 1.3.3.1 ausgefiihrt spielt fiir die Formation
einer effektiven lokalen Immunantwort der Aufbau eines vom Tumorbett ausgehenden
Gradienten bestimmter Zytokine wie beispielsweise CXCL16 eine wichtige Rolle. Dadurch
werden in den regionalen Lymphknoten aktivierte T-Effektorzellen rekrutiert, die eine
verstarkte lokale Immunantwort bewirken (Matsumura and Demaria, 2010). Leider ist
nicht bekannt, in welcher Zeitspanne sich der genannte Gradient entwickelt und wie lange
es dauert, bis er eine verstarkte Infiltration genannter Effektorzellen in das Tumorbett
bewirkt. In einer Arbeit von Lugade et al. fiihrte eine Einzelbestrahlung mit 15 Gy bei
Mausen mit B16-Melanom im Vergleich zu einer fraktionierten Radiatio mit 5x3 Gy zu einer
verstarkten Infiltration des Tumors mit T-Zellen, dendritischen Zellen, Makrophagen und
einer CD8+/CD3- Zellpopulation, welche als NK-Zellpopulation gedeutet werden kann.
Diese Differenz war allerdings erst sieben Tage nach der Bestrahlung zu detektieren
(Lugade et al., 2008). Um die Einwanderung diverser Immunzelltypen genauer zu
untersuchen, ware es interessant, verschiedene Untersuchungsintervalle in zukiinftigen
Studien aufzusetzen; z. B. auf 6 bis 8, 12, 24 Stunden, sowie auf mehrere Tage postoperativ.

Dies scheint jedoch logistisch sehr aufwendig, da die Patientinnen in der Regel am zweiten
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oder dritten postoperativen Tag bereits entlassen werden. In diesem Setting konnten nur
Analysen des peripheren Blutes Aufschluss bieten.

Eine Limitation unserer Studie ist, dass fiir eine optimale Identifikation der NK-Zellen die
Abwesenheit von CD3 auf deren Oberfliche relevant gewesen ware. Aufgrund der
technischen Gegebenheit konnte anti-CD3 dem myeloiden Panel jedoch nicht zugegeben
werden. Anti-CD3 wurde ausschlief3lich in unserem lymphoiden Panel verwendet. Folglich
erlaubt die alleinige Charakterisierung mittels Positivitat fiir CD45, CD16 und CD64 (ggf. in
Kombination mit Negativitat fiir CD56) nicht die letztendliche Differenzierung zwischen
neutrophilen Granulozyten und NK-Zellen. Da jedoch in keinem Falle eine signifikante
Anderung der Zusammensetzung zu beobachten war, ist diese Limitation méglicherweise
nicht bedeutend. In zukiinftigen Untersuchungen sollte CD3 jedoch zur eindeutigen

Identifizierung von NK-Zellen verwendet werden.

5.1.3 Einfluss der WF auf zellulare Funktionen

Unsere Daten zeigen, dass der Zusatz unbestrahlter WF die Proliferation, die Wundheilung
sowie die Migration unbestrahlter MSC fordert. Die Effekte von IORT-WF sind signifikant
geringer.

Wir beobachteten, dass die wachstumsférdernden Eigenschaften der WF weitestgehend
jenen von Serum entsprechen. Dies erscheint insofern plausibel, als dass sich unmittelbar
postoperativ Blut, Lymphe und Fibrin in der Wundhohle ansammelt, wie es fiir die
Exsudativphase im Rahmen der Wundheilung typisch ist. Es liegt nahe, dass sich diese
proliferationsférdernden Komponenten in der WF wiederfinden. Der dem Wachstum und
natirlicher Funktionen der MSC zutragliche Effekt von WF wurde auch in anderen
Forschungsarbeiten beobachtet: Cerny et al. zeigten, dass WF, gewonnen aus
okkludierenden Verbdnden nach Fingerverletzungen, die Proliferation sowie das
Migrationsverhalten von MSC stiarker fordert als die Blutseren der entsprechenden
Probanden (Cerny et al., 2018). Weiterhin wurde beschrieben, dass das Sekret akuter
Wunden die Proliferation fettgewebsassoziierter Stromazellen steigert, wiahrend das
Sekret chronischer Wunden das Wachstum und die Funktion der ASC hemmt (Koenen et
al., 2015). Unsere Erkenntnisse hinsichtlich der Wirkung unbestrahlter WF auf das

Verhalten von MSC stimmt mit den oben genannten Beobachtungen iiberein.

Wir konnten erstmals zeigen, dass eine IORT den positiven Effekt der WF auf die

Proliferation, die Wundheilung und die Migration von MSC reduziert. Da diesbeziiglich
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noch keine experimentellen Arbeiten durchgefiihrt wurden, ist es sinnvoll die Beobachtung
vor dem Hintergrund der klinischen Evidenz zu evaluieren. Die IORT ist tendenziell mit
einem gewissen Anteil postoperativ auftretender Wundheilungsstorungen assoziiert.
Diese sind tolerabel, aufgrund des geringen Risikos und in Anbetracht des relativen
Nutzens hinsichtlich der Reduktion der lokalen Tumorrezidivrate (Jacobs et al., 2018;
Kraus-Tiefenbacher et al, 2006a). Angesichts der unter Kapitel 1.3.1.2 erlduterten
Funktionen der MSC im Rahmen der Geweberegeneration erscheint es schliissig, dass ihre
Proliferation und Funktion in einem Milieu der verzogerten Wundheilung eingeschrankt
sind. In Zusammenhang mit der zuvor zitierten Arbeit von Koenen et al. konnte diese
unerwinschte Wirkung auch als Induktion einer gewissen Chronifizierung der
Wundheilung betrachtet werden, welche in einer Modifikation lokaler Prozesse durch die
lokal applizierte Bestrahlung begriindet ist. Der Einfluss unterschiedlicher Verdiinnungen
der WF auf die Verldufe der MSC-Proliferationskurven (siehe Diagramme 4.7 und 4.8) ist
u.a. mit dem Vorliegen unterschiedlicher Konzentrationen an Wachstumsfaktoren zu
erklaren. Da IORT-WF durch die stattgefundene Bestrahlung nachweislich um diverse
Zytokine und Wachstumsfaktoren reduziert ist, zeigen die entsprechenden Kurvenverlaufe
gehemmtes oder verlangsamtes Wachstum.

Neben der direkten Wirkung des durch IORT alterierten Zytokinprofils in der WF auf
funktionelle Eigenschaften der MSC kommen jedoch noch weitere, indirekt herbeigefiihrte
Einfliisse in Betracht. In Bezug auf die Wachstumskurve der MSC unter Einfluss von 0,5 %
WF im Medium (siehe Diagramm 4.7) fallt auf, dass die Kurven der beiden Kollektive erst
ab einem Zeitpunkt von ca. 34 Stunden nach WF-Zugabe ins Medium einen getrennten
Verlauf einschlagen. Zu diesem Zeitpunkt wird sich vermutlich die Zusammensetzung des
Kulturmediums so verandern, dass das Wachstum von MSC mit unbestrahlter anstatt
bestrahlter WF behandelt stirker vorangetrieben wird. Dabei kommt einerseits die
Moglichkeit in Betracht, dass ein wachstumsférdernder Faktor gebildet wird, und zwar in
den Ansatzen der Kontrollgruppe in stiarkerer Auspragung als in jenen der IORT-Gruppe.
Andererseits, dass die Wirkung eines Inhibitors in den Versuchsansitzen der mit Kontroll-
WF behandelten Zellen wegfillt, wiahrend er in den mit IORT-WF behandelten MSC
weiterhin agiert.

Entgegen unserer Erwartungen zeigten mit IORT-WF behandelte MDA-MB 231-Kulturen
keine eingeschrankten Zellfunktionen. Méglicherweise sind diese Tumorzellen bereits so
unabhangig gegeniiber extrinsisch zugefiihrten Faktoren, dass sich Effekte nicht mehr

beobachten lassen. Dies berticksichtigend, haben wir die Tumorzellen bereits extra fir 24
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Stunden in serumfreiem Medium kultiviert, ohne jedoch eine erhohte Suszeptibilitat
generieren zu konnen. Dartiber hinaus haben Belletti et al. evaluiert, dass das Wachstum
der Brustkrebszellen entscheidend vom Tragermaterial abhdngig ist und erst eine
dreidimensionale Zellkultivierung zu signifikanten Unterschieden fiihrt, was den Einfluss
der IORT-WF auf Proliferation, Migrations- und Invasionsverhalten angeht (Anderson et
al.,, 2006; Belletti et al., 2008; Debnath and Brugge, 2005). Es ware also denkbar, zukiinftige
Experimente entweder mit 3D-kultivierten Zelllinien oder primar isolierten primaren

Tumorzellen zu rekapitulieren.
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5.2 Einfluss einer IORT auf das lokale Zytokinprofil

Auf Basis der unterschiedlichen Effekte der WF auf das MSC-Verhalten, gingen wir davon
aus, dass die Zusammensetzung an Wachstumsfaktoren verdandert sein miisste. In der Tat
waren drei der 80 im Zytokin-Array getesteten Faktoren nach einer IORT signifikant
verandert: zum einen Oncostatin-M in erniedrigter Konzentration, zum anderen Leptin und
IL-1 in erhohter Konzentration in IORT-WF.

Wenige Arbeiten haben sich bislang mit dem Einfluss einer IORT auf die proteomischen
Charakteristika der WF beschaftigt. Lediglich Belletti et al. fiihrten eine umfangreiche
Analyse der durch eine IORT verdnderten Zytokinkonzentrationen. Belletti et al. fiihrten
eine umfangreiche Analyse der durch eine IORT verdnderten Zytokinkonzentrationen
(HGF, IL-10, IL-13, IL-5, IL-1B) im lokalen Milieu durch. Die Konzentration von IL-10
verringerte sich, jene von IL-13 erhohte sich signifikant (Belletti et al., 2008). Eine weitere
Arbeitsgruppe beschiftigte sich mit der Frage, ob eine IORT in verdnderten
Konzentrationen des Zytokins TGF-1 in der WF assoziiert ist, welches das Auftreten von
Odemen sowie radioinduzierter Fibrose bedingen kénnte. Hinsichtlich der Konzentration
von TGF-1 in der WF bestrahlter Patientinnen konnte keine IORT-bedingte Veranderung
festgestellt werden (Scherer et al., 2016). Die Starke unserer Arbeit ist folglich darin zu
sehen, dass wir ein breites Spektrum komplett individualisiert untersuchter Zytokine nach
IORT analysiert haben. Besonders hervorzuheben ist die statistische Genauigkeit der
Daten, erworben durch die separate Analyse einzelner Patientinnenproben,
Mehrfachbestimmungen sowie die vollstindige Angabe relevanter statistischer Parameter.
Unsere Ergebnisse zeigen, dass im zeitlichen Zusammenhang zu einer IORT im Rahmen
einer BET des Mammakarzinoms die Spiegel einiger Zytokine in der WF modifiziert
werden. Fiir die Faktoren und Zytokine, deren Konzentration durch eine IORT als
verdandert nachgewiesen werden konnte, sind verschiedene Funktionen im Rahmen der

Onkogenese bekannt.

* Oncostatin-M
Unsere Daten zeigen, dass das Zytokin Oncostatin-M durch eine IORT in der WF
intraoperativ bestrahlter Patientinnen in verminderter Konzentration vorliegt.
Oncostatin-M wird hauptsachlich in der stromal-vaskuldren Fraktion des
Fettgewebes produziert. Seine parakrine Sekretion durch Makrophagen und
tumorassoziiertes = Fettgewebe  konnte als relevanter  Faktor der

Brustkrebsprogression identifiziert werden. Eine selektive Hemmung von
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Oncostatin-M resultierte in einer verminderten peritumoralen Angiogenese sowie
einer Inhibition des STAT3-Signalweges (Lapeire et al., 2014). In einer weiteren
Untersuchung unterdriickte rekombinantes Oncostatin-M die Expression des
Ostrogenrezeptors o (ERa) der zZweli ostrogenrezeptorpositiven
Brustkrebszelllinien MCF7 und T47D hochwirksam und dosisabhdngig (West et al,,
2012). Dadurch fallt der Hormonrezeptor als ein wichtiges Target fiir die
antihormonelle Therapie des Mammakarzinoms weg, was die Gesamtprognose
entscheidend verschlechtern kann. Zum schlechteren Outcome tragt Oncostatin-M
ebenso lber eine Erhohung des metastatischen Potenzials und der Invasivitat bei.
Dies ist darauf zurtickzufiihren, dass es eine Losung von Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-
Kontakten bei Brustkrebszellen fordert (Holzer et al.,, 2004). Dartiber hinaus wirkt
es synergistisch zu den MSC, indem es einen externen Stimulus fiir die epithelial-
mesenchymale Transition darstellt und als Induktor fiir Krebsstammzellen agieren
kann (Junk et al, 2017; West et al, 2014). Schlussfolgernd kann das Zytokin
Oncostatin-M als prognoseverschlechternder Faktor erachtet werden. Dass die
Konzentration in der WF von Patientinnen nach IORT signifikant reduziert ist,
erscheint vor dem Hintergrund der hohen Effektivitit einer IORT hinsichtlich der
Verbesserung des Lokalrezidivrisikos als mindestens stimmig und stitzt die
Hypothese einer positiven Wirkung der IORT tuber die Modifikation lokaler

immunologischer Faktoren.

Leptin

Das Signalmolekiil Leptin wird hauptsachlich in Adipozyten gebildet, zu geringem
Anteil auch in anderen Organen wie z. B. der Skelettmuskulatur, dem Knochenmark
oder der Hypophyse. Neben seiner allgemein zugeschriebenen Wirkung als
»2Antihungerhormon“ konnten zusatzliche Funktionen in der Beeinflussung der
Hamatopoese, Thermogenese, Reproduktion und Angiogenese aufgezeigt werden.
Als Zytokin aus der Gruppe der Adipokine vermittelt es eine geringe
proinflammatorische Wirkung und moduliert die angeborene und erworbene
Immunantwort, sodass es als Bindeglied zwischen Stoffwechsel und Immunsystem
verstanden werden kann (La Cava, 2017; Procaccini et al., 2012).

In einer Ubersichtsarbeit thematisieren Grossmann et al. die Funktion des Leptins
als Mediator in der positiven Korrelation zwischen Fettleibigkeit und einem

erh6htem Brustkrebsrisiko, einer beschleunigten Tumorprogression sowie einer
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schlechteren Gesamtprognose (Grossmann et al.,, 2010). Insgesamt beschreiben die
Autoren die Rolle unterschiedlich hoher Serum-Leptinspiegel in der Pathogenese
des Mammakarzinoms als komplex. In einigen Studien bei Brustkrebs-Patientinnen
zeigte es sich erhoht, in anderen hingegen unverandert oder gar erniedrigt, wobei
in diesen Untersuchungen auch die Faktoren Menopausenstatus und
Krankheitsstadium einen Einfluss auf die gemessenen Leptin-Konzentrationen
hatten (Hancke et al., 2010; Stattin et al., 2004; Woo et al., 2006; Wu et al., 2009). Es
ist zusatzlich wahrscheinlich, dass Leptin nach einer Radiatio mit Desintegration
auch aus Adipozyten freigesetzt wird. Dies wurde im Rahmen interstitieller
Brachytherapien mit einer im Vergleich zu einer externen Radiatio inhomogeneren
Strahlendosisverteilung beobachtet (Sauer et al., 2006) Zusatzlich scheint der
Serumspiegel des Leptin-Rezeptors in Kombination mit jenen von Ostrogen, Insulin
und IGF-1 in der durch Adipositas geférderten Krebsentstehung eine Rolle zu
spielen (Garofalo et al., 2006; Miyoshi et al., 2006).

Unsere Beobachtung, dass Leptin nach einer IORT in erh6hter Konzentration in der
WEF vorliegt, lasst sich somit vor dem Hintergrund bestehender Literatur nicht klar
einordnen. Unsere Ergebnisse liefern hinsichtlich eines potenziellen
Wirkmechanismus auf die Effektivitit der Bestrahlung eine weiter zu verfolgende

Forschungsgrundlage.

IL-1B

Ebenso unspezifisch zeigt sich die Rolle des Zytokins IL-13 innerhalb der
Pathogenese des Mammakarzinoms, das in der WF im Gruppenvergleich nach IORT
ebenfalls in erhohter Konzentration nachweisbar war. Die Anzahl publizierter
Arbeiten zu diesem Thema ist iiberschaubar. Eine aktuelle Ubersichtsarbeit schreibt
dem im Rahmen von Entziindungsprozessen ubiquitiar vorkommenden Zytokin eine
Triggerfunktion fiir die Entstehung ossdrer Metastasen zu (Tulotta and Ottewell,
2018), wahrend andere Arbeiten dessen Vorkommen im Zusammenhang mit einem
verbesserten = Gesamtiiberleben  sehen, da IL-1B  die Kolonisation
metastaseninduzierender Tumorzellen hemmen kann (Castano et al., 2018).

Dass eine Bestrahlung die Induktion lokaler entziindlicher Prozesse bewirkt, ist
allgemein bekannt. Insofern erscheint es plausibel, dass wir erhohte Spiegel eines
pro-inflammatorischen Zytokins wie IL-1 gemessen haben. Wie in Kapitel 1.3.3.1

dargelegt, wird durch eine Radiatio die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine
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induziert. Diese fungieren als Stresssignal und aktivieren das lokale Immunsystem
(Skoberne et al., 2004). Dieser Effekt kann einen Beitrag zu dem lokalen Effekt der
IORT leisten.

Die charakteristischen Kurvenverldaufe der MSC-Proliferations-Assays veranlassten uns
dazu, die konditionierten Medien ebenfalls auf vorliegende Zytokine zu testen, um eine
Information Uber eine eventuelle Alteration des Sekretoms der untersuchten MSC zu
gewinnen. Die hier unter Wirkung von IORT-WF in veranderter Konzentration
vorliegenden Zytokine haben interessanterweise entscheidenden Einfluss auf die Prozesse
der Tumorentstehung, -progression und Metastasierung im Rahmen einer

Brustkrebserkrankung.

= RANTES
Das Chemokin RANTES (Regulated And Normal T cell Expressed and Secreted, auch
CCL5) wird von MSC sezerniert (Zimmerlin et al., 2013), kann jedoch auch von
zytotoxischen T-Zellen sowie neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
produziert werden. Neben seiner Funktion der Chemotaxis von NK-Zellen,
Makrophagen und Granulozyten wurde seine der Fortschreitung von
Brustkrebsleiden zutragliche Rolle durch direkten Einfluss auf Tumorzellen in
mehreren experimentellen Studien und Ubersichtsarbeiten thematisiert (Khalid et
al,, 2015). Eine weitere Publikation belegt jedoch auch, dass RANTES eine tragende
Rolle in der Interaktion der MSC mit dem Tumorstroma spielt und dadurch den
Mechanismus der Metastasierung eines Brustkrebsleidens in bedeutendem Maf3e
unterstiitzen kann. Eine subkutan injizierte Mixtur aus MSC und Brustkrebszellen
niedrigen Metastasierungspotenzials bildete ein Xenotransplantat eines Tumors
mit entschieden hoherer Fahigkeit, Metastasen zu bilden. Ein grundlegender
Mechanismus ist hierbei die Stimulation der MSC durch die Tumorzellen zur
Bildung von RANTES, das parakrin die Motilitit und Invasion der Krebszellen

fordert und deren metastatisches Potenzial erhoht (Karnoub et al., 2007).

* VEGF
Die Gruppe der VEGF-Signalmolekiile sind wichtige Mediatoren in den Prozessen
der Angiogenese und Vaskularisation, welche fiir die Fortschreitung einer

Tumorerkrankung essenziell sind. In der Therapie diverser Tumorentitiaten, wie
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z. B. jener des Ovarialkarzinoms oder des kolorektalen Karzinoms, werden gegen
VEGF gerichtete Antikorper als sogenannte ,targeted therapy“ eingesetzt, um den
Signalweg der Gefafdneubildung gezielt zu inhibieren und das Tumorwachstum
damit einzuschrianken. Auch MSC sind dafiir bekannt, VEGF in erster Linie bei

Wundheilungsvorgidngen zu produzieren (Zimmerlin et al., 2013).

GRO«a

Ebenso unter Einwirkung der IORT-WF vermindert ist die Sekretion von GROa
(auch CXCL1) aus MSC. Es wird in erster Linie von Makrophagen, Epithelzellen und
neutrophilen Granulozyten gebildet. Neben einem chemotaktischen Effekt hat
dieser Faktor auch Wirkungen auf die Angiogenese und Wundheilung, die die
Krebsentstehung und -progression fordern koénnen (Devalaraja et al, 2000;
Haghnegahdar et al., 2000). Beziiglich einer Interaktion dieses Zytokins mit MSC
wurden bislang keine Erkenntnisse publiziert. Eine in-vitro-Analyse von Bhat et al.
hinsichtlich des Einflusses von GRO«a in tripel-negativen Brustzelllinien (TNBC)
zeigte jedoch, dass eine Uberexpression des Faktors in mehr als der Hélfte der 17
untersuchten TNBC-Linien nachzuweisen war. Eine Stimulation mit dem Faktor
erhohte das Migrationsverhalten sowie die Invasivitat, ein GROa-Knockdown
verminderte es in verschiedenen TNBC-Zelllinien. Zudem konnte ein Unterschied
im Phanotyp der Zellen sowie eine entsprechende Veranderung von Markern der

EMT nachgewiesen werden (Bhat et al.,, 2017).



DISKUSSION

Im Anbetracht dieser Beobachtungen und Hintergriinde scheint die IORT nicht nur die
unter Kapitel 5.1.1 beschriebene Wirkung eines unmittelbar radiotoxischen Einflusses auf
MSC im Tumorbett zu haben. Indirekt verandert sie immunologisch das Mikromilieu, was
zu einem veranderten Zytokinprofil in der WF fiihrt, das deren fordernden Einfluss auf das
Wachstum, die Wundheilung und das Migrationsverhalten unbestrahlter MSC
einschranken kann. Neben der Konzentrationserhéhung der Zytokine IL-1f und VEGF
bietet besonders die Erniedrigung von Oncostatin-M, dessen tibermafdige Prasenz mit einer
Prognoseverschlechterung einer Brustkrebserkrankung assoziiert ist, eine plausible
Erklarung fir die lokal modulierende Wirkung einer IORT. Dieser Aspekt ist v. a. fiir jene
MSC von Relevanz, welche erst nach der chirurgischen Intervention im Rahmen von
Wundheilungsvorgidngen ins Tumorbett rekrutiert wurden und damit nicht von der IORT
betroffen waren, wodurch deren Funktion durch das alterierte Mikromilieu beeinflusst
wird. Der Einfluss einer IORT macht sich auch in einer Modifikation des Sekretoms
unbestrahlter MSC bemerkbar, sodass unter Einfluss bestrahlter WF als Repradsentant des
lokalen Milieus signifikant geringere Konzentrationen der Faktoren RANTES, VEGF und
GROa in den konditionierten Medien nachgewiesen werden kénnen. Wie obenstehend
dargelegt nehmen diese Faktoren entscheidende Funktionen im Rahmen der
Krebsentstehung und -fortschreitung ein. Ihre Reduktion mittels IORT stellt einen weiteren
Mosaikstein in der Klarung der Wirkungsweise und der daraus resultierenden Effektivitat

dieser Behandlung dar.

Dartiber hinaus legen unsere Erkenntnisse den Grundstein fiir weiterfithrende Forschung
zum Einfluss einer IORT auf das lokale Immunsystem. So kann in Zukunft die Entwicklung
und Optimierung der Live Cell Imaging-Experimente mit Brustkrebszellen angestrebt
werden. Die Etablierung eines entsprechenden Versuchsprotokolls fiir den Einsatz einer
Live Cell Imaging-Analyse in dreidimensionalen Kulturen birgt die Aussicht, bereits
genannte, publizierte Daten nachzuvollziehen. Vielmehr bietet sie auch die Moglichkeit, das
in dieser Arbeit erlangte Wissen tiefergehender zu untersuchen, um die Funktion von MSC
als Bindeglied zwischen Tumorstroma und lokalem Immunsystem noch genauer

darzulegen.
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6.ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund:

Fiir die Effektivitit der zunehmend eingesetzten intraoperativen Radiotherapie (IORT)
wird neben der bekannten radiobiologischen Wirkung eine Alteration des lokalen Milieus
der bestrahlten Wundhohle vermutet. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, ihren Einfluss
auf die zelluldre und humorale Komponente des lokalen Immunsystems im Tumorbett zu

untersuchen.

Patientinnen und Methoden:

Eingeschlossen wurden 42 Brustkrebs-Patientinnen nach brusterhaltender Therapie. 21
Patientinnen erfuhren eine IORT (IORT-Gruppe), 21 blieben intraoperativ unbestrahlt
(Kontrollgruppe). Bei den Patientinnen beider Gruppen wurden intraoperativ 2
Gewebeproben des Tumorbetts zu unterschiedlichen Zeitpunkten entnommen, um MSC zu
isolieren und diese mittels FACS und eines qualitativen Differenzierungsassays zu
charakterisieren. In der IORT-Gruppe erfolgten die Biopsien vor und nach der IORT,
wohingegen im Kontrollkollektiv eine vergleichbare Latenzzeit durch die in der
Zwischenzeit durchgefiihrte Sentinel-Lymphonodektomie (SNB) eingehalten wurde.
Zusatzlich wurde Wundfliissigkeit (WF) beider Gruppen tiber 24 Stunden postoperativ aus
Redon-Drainagen gesammelt und einer durchflusszytometrischen und Multiplex-Zytokin-
Analyse sowie ELISA unterzogen. Die WF beider Gruppen wurde als Medienzusatz in
Kulturen der Brustkrebszelllinie MDA-MB 231 sowie unbestrahlter MSC verwendet, um
den Einfluss auf Proliferation, Wundheilung und Migration mittels Live-Cell Imaging zu
untersuchen. Die konditionierten Medien des Proliferationsassays der MSC wurden
asserviert, um Konzentrationen bestimmter Zytokine mittels ELISA zu ermitteln. Es
erfolgte die statistische Auswertung mittels MANOVA-Analysen sowie doppelseitigen t-
Tests.

Ergebnisse:

Nach IORT-Anwendung waren lediglich aus einer von 20 Gewebeproben MSC isolierbar,
wahrend die Isolationsrate aus unbestrahlten Tumorbett-Biopsien wesentlich hoher lag
(95 % bei pre-IORT-Biopsien sowie im Kontrollkollektiv 57 % bzw. 66 % vor bzw. nach

einer dquivalenten Latenzphase). Die durchflusszytometrische Analyse der postoperativ
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gewonnenen WF zeigte fiir keine der analysierten leukozytidren Subpopulationen der
myeloischen und lymphoiden Reihe einen gruppenassoziierten, signifikanten Unterschied
hinsichtlich Zellzahl, Aktivierungszustand oder Vitalitit. Die Zytokin-Analyse der WF
beider Gruppen ergab signifikant unterschiedliche Zytokinspiegel fiir Oncostatin-M (p =
0,04), Leptin (p = 0,02) und IL-1 (p = 0,04). Als Zusatz in Kulturmedien unbestrahlter MSC
bewirkte die WF der bestrahlten Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante
Einschrankung der Proliferation (p < 0,0001), der Wundheilungsfahigkeit (p = 0,01) und
des Migrationsverhaltens (p = 0,02). Die aus den Proliferations-Assays gewonnenen
konditionierten Kulturmedien wiesen gruppenbezogen signifikant unterschiedliche
Konzentrationen der Zytokine GRO« (p < 0,01), RANTES (p < 0,01) und VEGF (p = 0,03) auf,
was eine Modifikation des Sekretoms der MSC unter der WF intraoperativ bestrahlter
Patientinnen indiziert. Unter Zusatz der WF in Kulturmedien der Brustkrebszelllinie MDA
MB-231 zeigte sich im Vergleich beider Gruppen kein signifikanter Unterschied in der

Proliferation, der Wundheilung und im Migrationsverhalten der Zellen.

Schlussfolgerung

Unsere Ergebnisse zeigen, dass eine IORT Faktoren des lokalen Immunsystems im
Tumorbett beeinflusst. Einerseits scheint das Wachstum der MSC sowohl durch eine direkt
radiotoxische Wirkung als auch durch die Konditionierung des Mikromilieus im Sinne einer
Alteration des Zytokinprofils negativ beeinflusst zu werden. Auch das Sekretom der MSC
scheint durch den Einfluss der Bestrahlung auf das lokale Milieu modifiziert zu werden.
Zusammengefasst unterstreichen unsere Daten, dass eine IORT zu einer Veranderung des
Tumorbettes fiihrt und so moglicherweise zur Generierung eines fiir die Entstehung von

Lokalrezidiven weniger vorteilhaften Milieus beitragt.
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8. TABELLARISCHER ANHANG

Tabelle 8.1:

Tabellarische Auflistung der fiir die MSC-Charakterisierung verwendeten Antikérper eines in der Arbeitsgruppe etablierten
Panels. Die fett markierten Antikérper dienen der MSC-Charakterisierung an sich, wéhrend die restlichen Antikérper zur
Detektion kontaminierender Zelltypen verwendet wurden.

Antikorper/Fluorochrom

Tube 0 (Leerwert) Versuchsansatz ohne Antikorper

Tube 1 CD29-AlexaFluor 488

CD73-PE

CD90-APC
Tube 2 CD106-FITC
CD146-PE
CD44-APC
Tube 3 CD3-FITC
CD14-FITC
CD235a-FITC
CD19-FITC
CD34-PE
CD45-FITC
CD105-APC
Tube 4 CD15-FITC
CD31-APC
Tube 5 HLA-DR-FITC
CD144-PE
HLA-ABC-APC
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Tabelle 8.2:
Ubersicht iiber die fiir die durchflusszytometrische Analyse der WF und PBMC verwendeten Panels inkl. der beinhalteten
Antikérper.
Antikoérper/ Funktion
Fluorochrom
Tube O:
Versuchsansatz ohne Antikérper Leerwert
Tube 1: CD45-PE-Cy7 Pan-Leukozytenmarker
myeloides Panel .
CD14-PerCP- Marker v. a. fiir Monozyten
Cy5.5
CD15-FITC Marker fiir neutrophile Granulozyten

CD16-APC-Cy7

Marker fiir NK-Zellen, Phagoyzten

CD64-PE Marker fiir reife myeloische Zellen
(Makrophagen/Monozyten)
CD56-APC Marker fiir NK-Zellen
Tube 2: CD3-APC-Cy7 Marker fiir T-Zellen
T-lymphoides Panel CD4-PE Marker fiir T-Helferzellen
CD8-FITC Marker fiir zytotoxische T-Zellen
CD69-PerCP Friither Aktivierungsmarker
CD154-APC Aktivierungsmarker (CD40-Ligand)
Tube 3: CD3-APC-Cy7 FMO-Kontrolle fiir CD69
CD4-PE
CD8-FITC
CD154-APC
Tube 4: CD3-APC-Cy7 FMO-Kontrolle fiir CD154
CD4-PE
CD8-FITC
CD69-PerCP
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Tabelle 8.3:
Lokalisation der 80 Faktoren auf der Trdgermembran des Human Cytokine Array C5 (RayBiotech). Pos = Positivkontrolle, Neg =
Negativkontrolle.

Pos Pos Pos Pos Neg Neg ENA-78 G-CSF GM-CSF GRO GRO«
1-309 IL-1a IL-18 IL-2 IL-3 IL-4 IL-5 IL-6 IL-7 IL-8 IL-10
IL-12

IL-13 IL-15 IFN-y MCP-1 MCP-2 MCP-3 M-CSF MDC MIG MIP-1 8
p40/70
MIP-1 6 RANTES SCF SDF-1 TARC TGF-B 1 TNF-a TNF-B EGF IGF-1 ANG
OSM THPO VEGF PDGF-BB Leptin BDNF BLC CCL23 Eotaxin 1 Eotaxin 2 Eotaxin 3
Flt-3
FGF 4 FGF 6 FGF 7 FGF 9 Fractalkine GCP-2 GDNF HGF IGFBP 1 IGFBP2
Ligand
IGFBP3 IFGBP4 IL-16 IL-10 LIF LIGHT MCP-4 MIF MIP-3 a NAP-2 NT-3
NT-4 OPN OPG PARC PLGF TGF-B 2 TGF-B 3 TIMP-1 TIMP-2 Pos Pos
Tabelle 8.4:

Auflistung der im ELISA getesteten Zytokine/Faktoren mit den im Ansatz eingesetzten Verdiinnungsfaktoren. 1-309 und PDGF-
BB konnten, im Gegensatz zu den Ergebnissen des Human Cytokine Array, nicht in der WF nachgewiesen werden.

Kit Verdiinnungsfaktor fiir WF
VEGF 1:10
GRO«a 1:4
IL-1 1:10
Leptin 1:50
RANTES 1:10
OSM 1:2
HGF 1:10
uPA 1:10
[-309 nicht nachweisbar
PDGF-BB nicht nachweisbar
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Tabelle 8.5:
Ubersicht der fiir die Subkultivierung verwendeten Volumina einzelner Reagenzien und Zellzahlen entsprechend der Fiéiche der
verwendeten TC-Flaschen. Die fiir die Aussaat genannten Zellzahlen ergeben sich aus der Aussaatdichte von 200/cm?.

Flache Vol. PBS | Vol. Trypsin- Vol. DMEM-AB Vol. DMEM-AB Zellzahl fiir
TC-Flasche EDTA zum Abstoppen zur Aussaat Aussaat
25 cm? 5mL 1mL 2mL 5mL 5,0x103
75 cm? 10 mL 3mL 4 mL 10 mL 1,5x10*
175 cm? 20 mL 5mL 6 mL 20 mL 3,5x10*
Tabelle 8.6:
Materialauflistung
8.6.1Zellen
Bezeichnung Kiirzel Hersteller
Mesenchymale Stromazellen aus Mamma-MSC Eigene Isolation
Brustgewebe
Tripel-negative Brustkrebs-Zelllinie MDA- MDA-MB 231 Essen Bioscience
MB 231, fluoreszenzmarkiert (Hertfordshire/UK)
(MDA-MB 231 IncuCyte® NucLight Green
Cells)
8.6.2 Medien
Bezeichnung Kiirzel Zusammensetzung Hersteller
Adipogenic ADM PromoCell
Differentiation (High Point/USA)
Medium
DMEM, serumfrei =~ DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle’s PAN Biotech
empty Medium (Aidenbach/DE)
- L-Glutamin, 4 mM Thermo Fisher
(Waltham/USA)

- Penicillin/Streptomycin
Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)
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DMEM-AB 10 % DMEM-AB - Dulbecco’s Modified Eagle’s PAN Biotech
Medium (Aidenbach/DE)
- Humanes AB-Serum 10 % Blutspendedienst
Baden-Wiirttemberg -
Hessen GmbH/DE
- L-Glutamin, 4mM Thermo Fisher
(Waltham/USA)
- Penicillin (100U/ mL)/
Streptomycin (0,1mg/ mL) Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)
DMEM-FBS 10 % DMEM-FBS - Dulbecco’s Modified Eagle’s PAN Biotech
Medium (Aidenbach/DE)
- Fetales Kalberserum (FBS) Sigma-Aldrich
10 % (St. Louis/USA)
- L-Glutamin, 4 mM Thermo Fisher
(Waltham/USA)
- Penicillin (100U/ mL)/ Sigma-Aldrich
Streptomycin (0,1mg/ mL) (St. Louis/USA)
Einfriermedium - Fetales Kélberserum (FBS) Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)
- Dimethylsulfoxid (DMSO), 10 % WAK Chemie Medical
(Steinbach/DE)
Osteogenic ODM PromoCell
Differentiation (High Point/USA)
Medium
8.6.3 Chemikalien
Bezeichnung Kiirzel Hersteller
Alconox Detergent Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)
Ammoniumchlorid NH.Cl Carl Roth (Karlsruhe/DE)
Annexin V-APC BD Biosciences

(San José/USA)
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Aqua destillata

Bovines Serumalbumin
(Albumin Fraction V)

Collagenase from Clostridium
histolyticum (125 CDU/mg)

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsaure

F.R Blocking Reagent

Fibronectin
Formalin

Fetales Kilberserum

Harris Hematoxylin

Isopropanol

L-Glutamin

Natriumazid
Natriumhydrogencarbonat

Natriumthiosulfat

Olrot O

Penicillin/Streptomycin

Propidiumiodid, 100x
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A. dest.

BSA

Collagenase |

EDTA

F.R-Block

FBS, FCS

L-Glut

NaN3
NH4HCO;

Nazszog

Pen/Strep

PI

BD Biosciences
(San José/USA)

Eigene Herstellung

AppliChem (Darmstadt/DE)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)

Carl Roth (Karlsruhe/DE)
AppliChem (Darmstadt/DE)

Miltenyi Biotec
(Bergisch Gladbach/DE)

PromoCell (High Point/USA)
Carl Roth (Karlsruhe/DE)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)

Carl Roth (Karlsruhe/DE)

Thermo Fisher
(Waltham/USA)

Alfa Aesar (Haverhill/USA)
Carl Roth (Karlsruhe/DE)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)

Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)
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Pursept A Schiilke (Norderstedt/DE)
Pyrogallol Merck (Darmstadt/DE)
Schwefelsdure NaSQ4, 2M Carl Roth (Karlsruhe/DE)
Silbernitrat AgNO3 Merck (Darmstadt/DE)
Sytox Blue Thermo Fisher
(Waltham/USA)
Trypsin-EDTA PAA (Cambridge/UK)
Tween-20 Serva (Heidelberg/DE)
Virkon S Desinfektionsmittel DuPont (Wilmington/USA)
8.6.4 Puffer und Losungen
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
1 % Pyrogallol-Losung - Pyrogallol Merck (Darmstadt/DE)
- Aquadest. Eigene Herstellung
5 % Natriumthiosulfat- - Naz5:03 Sigma-Aldrich
Losung (Na2S2035 %) (St. Louis/USA)
- Aquadest. Eigene Herstellung
5 % Silbernitrat-Losung - AgNOs3 Merck (Darmstadt/DE)
(AgNO3 5 %) - Aquadest. Eigene Herstellung
7-Aminoactinomycin Beckman Coulter
(7-AAD) (Brea/USA)
Annexin Binding Buffer - HEPES, 0,1 M BD Biosciences
(10x) - NaCL1,4M (San José/USA)
- CaCl2, 25 mM
CASY-TON OMNI Life Science
(Bremen/DE)
CellWASH BD Biosciences
(San José/USA)
ELISA Reagent Diluent - PBS Thermo Fisher
(Waltham/USA)
- BSA 1% AppliChem (Darmstadt/DE)
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Erythrozyten-Lysepuffer

FACSFlow

FACS-Puffer

Formalin 10 %

TABELLARISCHER ANHANG

PBS

Tween-20, 0,05 %

NH4Cl, 0,155 M
NH4HCO3,0,01 M
EDTA, 0,1 mM

PBS

BSA, 0,4 %
NaN3 0,02 %

Aqua dest.
Formalin 35 %

Thermo Fisher
(Waltham/USA)
Serva (Heidelberg/DE)

Carl Roth (Karlsruhe/DE)
Carl Roth (Karlsruhe/DE)
AppliChem (Darmstadt/DE)

BD Biosciences
(San José/USA)

Thermo Fisher
(Waltham/USA)

AppliChem (Darmstadt/DE)
Alfa Aesar (Haverhill/USA)

Eigene Herstellung
Carl Roth (Karlsruhe/DE)

Isopropanol 60 % [sopropanol Carl Roth (Karlsruhe/DE)
Aqua dest. Eigene Herstellung
Olrot O-Farbeldsung Olrot O Sigma-Aldrich
(St. Louis/USA)
[sopropanol Carl Roth (Karlsruhe/DE)
Aqua dest. Eigene Herstellung
PBS + 2ZmM EDTA DPBS Thermo Fisher
(Waltham/USA)
EDTA, 2 mM AppliChem (Darmstadt/DE)
8.6.5 Antikorper
Antigen Klon Fluorochrom Hersteller
CD3 UCHT1 APC/Cy7 BioLegend
(San Diego/USA)
CD3 UCHT1 FITC BioLegend
(San Diego/USA)
CDh4 RPA-T4 FITC BD Biosciences
(San José/USA)
CD4 RPA-T4 PE BD Biosciences

112

(San José/USA)



CD8

CD14

CD14

CD15

CD16

CD19

CD25

CD29

CD31

CD34

CD44

CD45

CD45

CD56

CD64

CD69

CD73
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RPA-T8

M5E2

M$P9

HI98

3G8

HIB19

M-A251

TS2/16

WM59

8G12

IM7

HI30

HI30

NCAM16.2

10.1

FN50

AD2
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FITC

FITC

PerCP-Cy5.5

FITC

APC-Cy7

FITC

APC

AlexaFluor 488

APC

PE

APC

FITC

PE-Cy7

APC

PE

PerCP

PE

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BioLegend
(San Diego/USA)

eBioscience
(Waltham/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BioLegend
(San Diego/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)

BioLegend
(San Diego/USA)

BD Biosciences
(San José/USA)
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CD90 5E10 APC BD Biosciences
(San José/USA)
CD105 SN6 APC BD Biosciences
(San José/USA)
CD106 VCAM-1 FITC BD Biosciences
(San José/USA)
CD127 HIL-7R-M21 PE-Cy7 BD Biosciences
(San José/USA)
CD154 TRAP1 APC BD Biosciences
(San José/USA)
CD144 TEA1/31 PE Beckman Coulter
(Brea/USA)
CD146 TEA1/34 PE Beckman Coulter
(Brea/USA)
CD196 11A9 PerCP-Cy5.5 BD Biosciences
(San José/USA)
CD235a GA-R2 FITC BD Biosciences
(San José/USA)
FoxP3 259D/C7 PE BD Biosciences
(San José/USA)
HLA-ABC G46-2.6 APC BD Biosciences
(San José/USA)
HLA-DR L243 FITC BD Biosciences
(San José/USA)
8.6.6 Kits
Bezeichnung Komponenten Hersteller
ELISA Substrate - Color Reagent A (stabilized Bio-Techne
Reagent Pack hydrogen peroxide) (Minneapolis/USA)

- Color Reagent B (stabilized
tetramethylbenzidine)

Human Cytokine - Antibody Array Membranes RayBiotech (Norcross/USA)
Antibody Array C5 - Blocking Buffer
- Biotinylated Antibody Cocktail
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- HRP-Streptavidin Concentrate
(1000x)

- Wash Buffer I Concentrate, 20x

- Wash Buffer II Concentrate, 20x

- Cell Lysis Buffer Concentrate, 2x

Human Fox P3 Buffer

Detection Buffer C
Detection Buffer D
8-Well Incubation Tray

BD Bioscience

Set (San José/USA)
- Buffer A, 10x
- Buffer B, 50x

Human GROa DuoSet GROa Capture Antibody Bio-Techne

ELISA GROa Detection Antibody (Minneapolis/USA)
GROa Recombinant Standard
Streptavidin-HRP, 40x

Human HGF DuoSet HGF Capture Antibody Bio-Techne

ELISA HGF Detection Antibody (Minneapolis/USA)
HGF Recombinant Standard
Streptavidin-HRP, 200x

Human [-309 DuoSet [-309 Capture Antibody Bio-Techne

ELISA [-309 Detection Antibody (Minneapolis/USA)
[-309 Recombinant Standard
Streptavidin-HRP, 200x

Human IL-1f3 DuoSet IL-1p Capture Antibody Bio-Techne

ELISA IL-1p Detection Antibody (Minneapolis/USA)
[L-1p Recombinant Standard
Streptavidin-HRP, 40x

Human Leptin DuoSet Leptin Capture Antibody Bio-Techne

ELISA Leptin Detection Antibody (Minneapolis/USA)
Leptin Recombinant Standard
Streptavidin-HRP, 40x

Human Oncostatin M OSM Capture Antibody Bio-Techne

(OSM) DuoSet ELISA OSM Detection Antibody (Minneapolis/USA)
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Human PDGF-BB - PDGF-BB Capture Antibody Bio-Techne
DuoSet ELISA - PDGF-BB Detection Antibody (Minneapolis/USA)
- PDGF-BB Recombinant Standard
- Streptavidin-HRP, 200x

Human RANTES - RANTES Capture Antibody Bio-Techne
DuoSet ELISA - RANTES Detection Antibody (Minneapolis/USA)
- RANTES Recombinant Standard
- Streptavidin-HRP, 40x

Human uPA DuoSet - uPA Capture Antibody Bio-Techne

ELISA - uPA Detection Antibody (Minneapolis/USA)
- uPA Recombinant Standard
- Streptavidin-HRP, 200x

Human VEGF DuoSet - VEGF Capture Antibody Bio-Techne

ELISA - VEGF Detection Antibody (Minneapolis/USA)
- VEGF Recombinant Standard
- Streptavidin-HRP, 40x

8.6.7 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung Hersteller

12-Well Zellkultur Platte Thermo Fisher (Waltham/USA)
96-Well ELISA-Platten aus Polystyrol Bio-Techne (Minneapolis/USA)
96-Well Zellkultur-Platte Eppendorf (Hamburg/DE)

CASYCups OMNI Life Sciences (Bremen/DE)
CombiTips, div. Grofden Brand (Wertheim/DE)

Cryotubes Greiner (Kremsmiinster/AUT)
Einmalhandschuhe Hartmann (Heidenheim/DE)

FACS TruCOUNT™-Tubes BD Biosciences (San José/USA)
FACS-Rohrchen BD Biosciences (San José/USA)
IncuCyte ClearView 96-well Chemotaxis Plates Essen Bioscience (Hertfordshire/UK)
IncuCyte ImageLock 96-well Plates Essen Bioscience (Hertfordshire/UK)
Nunc EasYFlask 25-175 cm? Thermo Scientific (Roskilde/DNK)
PCR-Tubes, 200 pL neolLab (Heidelberg/DE)

Petrischale g 35 mm Falcon (Durham/USA)
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Pipettenspitzen, 5-1000 pL
Pipettenspitzen, gefiltert, 5-1000 pL
Reaktionsgefafde 1,5 mL/2,0 mL
serologische Pipetten, 5-25 mL
Surgical Disposable Scalpel

Tubes 15 mL/50 mL

Zellsieb, 100 um

StarLab (Hamburg/DE)
StarLab (Hamburg/DE)
Eppendorf (Hamburg/DE)
StarLab (Hamburg/DE)

Braun (Tuttlingen/DE)
Greiner (Kremsmiinster/AUT)

Falcon (Durham/USA)

8.6.8 Gerite

Bezeichnung

Hersteller

Autoklav VX-12
Brutschrank CB210
CASY Cell Counter

Chemolumineszenz-Detektor Epi Chemi II
Darkroom

Durchflusszytometer FACS Canto Il
elektrische Pipettierhilfe Accu-Jet pro
Eppendorf Research Pipette, 10 pL
Eppendorf Research Pipette, 100 pL
Eppendorf Research Pipette, 1000 pL
Eppendorf Research Pipette, 20 pL
Eppendorf Research Pipette, 5 pL
Flaschendispenser Dispensette, 1-10 mL
Gefrierschrank (-30° C)
Gefrierschrank (-80° C) HERAfreeze
HandyStep Dispenser
Heifdluft-Sterilisator ED 115

IncuCyte Zoom®Live-Imager
INTRABEAM Bestrahlungssystem
Kiihlschrank (+4° C)

Laminar Flow Heraeus HeraSafe KS 12
Microplate Reader Infinite M200
Microplate Washer TECAN hydro flex

Microprocessor pH-Meter pH 211
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Systec (Linden/DE)

Binder (Tuttlingen/DE)

OMNI Life Sciences (Bremen/DE)
UVP (Upland/USA)

BD Biosciences (San José/USA)
Brand (Wertheim/DE)

Eppendorf (Hamburg/DE)
Eppendorf (Hamburg/DE)
Eppendorf (Hamburg/DE)
Eppendorf (Hamburg/DE)
Eppendorf (Hamburg/DE)

Brand (Wertheim/DE)

Kirsch (Offenburg/DE)

Thermo Fisher (Waltham/USA)
Brand (Wertheim/DE)

Binder (Tuttlingen/DE)

Essen Bioscience (Hertfordshire/UK)
Carl Zeiss Meditec (Oberkochen/DE)
Liebherr (Kirchdorf/DE)

Thermo Fisher (Waltham/USA)
Tecan Group (Madnnedorf/CH)
Tecan Group (Mannedorf/CH)

Hanna Instruments (Vohringen/DE)
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Mikroskop Axiovert 100

Mikroskop Axiovert 40 C
Mikroskop-Kamera AxioCam MRc
Millipore-Anlage MQ Advantage A10
Orbital Shaker KS-15
Stickstoff-Tank BIOSAFE
Tischzentrifuge Eppendorf miniSpin
VacuSafe comfort Absauger
Vortexer Lab Dancer

Waage ABJ 220-4M (10 mg - 220 g)
Wasserbad WNE 14
WoundMaker™ (96-well Plate)
Zentrifuge Eppendorf 5415 R
Zentrifuge Rotina 420

Zentrifuge Rotina 420R

Zentrifuge Universal 320

Carl Zeiss Microscopy (Gottingen/DE)
Carl Zeiss Microscopy (Gottingen/DE)
Carl Zeiss Microscopy (Gottingen/DE)
Merck (Darmstadt/DE)

Edmund Biihler (Hechingen/DE)
Cryotherm (Kirchen/DE)

Eppendorf (Hamburg/DE)

Integra Bioscience (Zizers/CH)

IKA (Staufen/DE)

Kern (Balingen/DE)

Memmert (Schwabach/DE)

Essen Bioscience (Hertfordshire/UK)
Eppendorf (Hamburg/DE)

Hettich (Tuttlingen/DE)

Hettich (Tuttlingen/DE)

Hettich (Tuttlingen/DE)

8.6.9 Software
Bezeichnung Provider
FACSDiva BD Biosciences (San José/USA)
Flow]o Flow Jo LLC (Ashland/USA)
GraphPad Prism GraphPad (San Diego/USA)
Image] imagej.net (developed by Wayne Rasband)

IncuCyte Basic Software
JMP

Microsoft Office

Protein Assay Analyzer
SAS

TECAN Infinite M200

Essen Bioscience (Hertfordshire/UK)
SAS Institute (Cary/USA)

Microsoft (Readmond/USA)

Gilles Carpentier

SAS Institute (Cary/USA)

Tecan Group Ltd. (Mannedorf/CH)
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