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Es besteht zunehmende préklinische und klinische Evidenz dafiir, dass die Bestrahlung solider
Malignome Phédnomene der Immunmodulation induzieren kann. Effekte, welche die antitumorale
Immunantwort supprimieren, aber auch stimulieren, teilweise in riumlich-zeitlicher Uberlappung,
werden als Folge einer Tumorbestrahlung beschrieben.

Vor diesem Hintergrund ist es ein vielversprechender therapeutischer Ansatz, Radio- und
Immuntherapie zu kombinieren. In einem idealen Modell wirkt die Tumorbestrahlung
lokal-inflammatorisch und die Immuntherapie disinhibierend auf die antitumorale Immunantwort, was
in Kombination zu einem Synergismus der Wirksamkeiten fithren kann. Dieses Konzept verfolgend,
wird in préklinischen und klinischen Untersuchungen vermehrt {iber sogenannte abscopale Effekte
berichtet. Diese beschreiben den Regress von aulerhalb des Bestrahlungsfeldes liegenden Metastasen
und sind Ausdruck einer systemischen antitumoralen Immunantwort durch tumorantigenspezifische
zytotoxische T-Zellen.

Es bestehen jedoch immer noch Unklarheiten dariiber, inwiefern Bestrahlungsdosis und -fraktionierung
die Qualitit radiogener immunmodulatorischer Effekte beeinflussen. Fast génzlich ungeklart ist die
Frage, ob dichtionisierende Strahlung wie '*C-lonenstrahlung andersartige immunmodulatorische
Charakteristika zu Photonenstrahlung aufweist. Ein unterschiedliches immunmodulatorisches Potential
liegt nahe, denn '*C-Ionenstrahlung weist fundamental differierende biophysikalische Eigenschaften zu
lockerionisierender Photonenstrahlung auf.

Da das Pankreasadenokarzinom klassischerweise zu den nicht immunogenen Tumorentitidten zéhlt und
aktuell weder Radio- noch Immuntherapie bei der Behandlung des Karzinoms eine klinisch relevante
Rolle spielen, sollten in dieser Arbeit fiir eine murine Pankreasadenokarzinomzelllinie radiogene
immunmodulatorische Effekte und deren Dosisabhingigkeit in vitro analysiert werden. Gleichermalen
sollten die Effekte von Photonen- und '“C-lonenstrahlung auf exemplarische, immunologische
Endpunkte qualitativ und quantitativ verglichen werden. Dies erfolgte iiber ein Einzeldosisspektrum
biologisch #quivalenter Photonen- und '?C-lonendosen. Biologisch #quivalente Dosen der
Bestrahlungsmodalititen wurden iiber Koloniebildungstests mit dem Endpunkt der dosisabhingigen
Inaktivierung der Tumorzellklonalitét bestimmt.

Die untersuchten, p53-mutierten Pankreasadenokarzinomzellen erwiesen sich als typisch radioresistent
mit einer durch Koloniebildungstests determinierten Uberlebensfraktion von 87,40 % nach Bestrahlung
mit 2 Gy Photonen und einem durch das linearquadratische Modell errechneten o/p-Verhéltnis von 1,07.
In durchflusszytometrischen Zellzyklusanalysen mit Propidiumiodid-Farbung lieB sich ein
dosisabhingiger und transienter G2/M-Zellzyklusarrest sowie nach Bestrahlung mit Dosen von 10 Gy
Photonen bzw. 10 GyE '>C-Ionen die Formation polyploider Tumorzellen detektieren. Die radiogene
Induktion polyploider Zellen ist indikativ fiir das Durchlaufen der mitotischen Katastrophe.

Dariiber hinaus wiesen mit > 5 Gy Photonen bestrahlte Zellen Zeichen radiogener Nekroseinduktion
auf, wohingegen eine isolierte Apoptoseinduktion nicht feststellbar war. Fiir pS3-mutierte maligne
Zellen ist die Nekroseinduktion als dominierender Weg des regulierten Zelltods in Folge der mitotischen
Katastrophe vermehrt beschrieben worden.

Effekte radiogener Immunmodulation manifestierten sich nach der Bestrahlung der
Pankreasadenokarzinomzellen mit tendenziell h6heren Photoneneinzeldosen von > 5 Gy.

Es lieBen sich moderate Oberflichenexpressionssteigerungen sowohl positiv-immunregulierender
Molekiile, wie  beispielsweise des  Haupthistokompatibilititskomplex I, als  auch
negativ-immunregulierender Molekiile, wie beispielsweise des Programmed cell Death 1 Ligand 1,
feststellen.



In Expressionsanalysen mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion liefen sich fiir einen Teil der
expressionsgesteigerten Oberflaichenmolekiile korrelierend dosisabhéngig gesteigerte mRNA-Niveaus
identifizieren, was auf eine radiogen induzierte De-novo-Synthese der Molekiile hinweist.

Die Expressionssteigerungen auf mRNA-Ebene waren in den meisten Versuchen jedoch statistisch nicht
signifikant.

In einem funktionellen Szenario von Tumorzell- und T-Zell-Co-Kultur mittels impedanzbasiertem
Co-Kultur-System zeigten bestrahlte Tumorzellen eine dosisabhédngig gesteigerte Suszeptibilitét
gegeniiber T-Zell-vermittelter Zytolyse. Ein synergistischer Effekt von Tumorzellbestrahlung und
sequenzieller Immuncheckpoint-Inhibition mit Anti-PD-L1-Antikérper auf die T-Zell-vermittelte
Zytolyseeffizienz war jedoch nicht detektierbar, obwohl sich der Ligand auf den Tumorzellen radiogen
expressionsgesteigert zeigte. Wirksamkeitssteigerungen der T-Zell-vermittelten Zytolyse durch die
Inhibition der PD-1/PD-L1-Achse waren im vorliegenden [n-vifro-Szenario somit lediglich
andeutungsweise und bestrahlungsunabhéngig erkennbar.

Fiir die biologisch dquivalent definierten '*C-Ionendosen wurden relative biologische Wirksamkeiten
zwischen 10 (1 GyE) und 3,23 (10 GyE) ermittelt. Die Effekte der 'C-lonenbestrahlung auf die
Zellzyklusverteilung und die Expression immunmodulatorischer Molekiile der
Pankreasadenokarzinomzellen sowie auf die Steigerung der T-Zell-vermittelten Tumorzelllyse zeigten
ein qualitativ dhnliches Profil, wie es nach Photonenbestrahlung zu beobachten war. Im Vergleich zur
Photonenbestrahlung prisentierten sich die immunmodulatorischen Effekte der '*C-lonenbestrahlung
besonders fiir Dosen < 3,1 Gy '*C-Ionen (< 10 GyE) als reduziert oder nicht detektierbar.

Den iiberwiegend quantitativ abweichenden Effekten der '>C-lonenstrahlung, auf die hier untersuchten
immunologischen Endpunkte, konnen die differierenden biophysikalischen Eigenschaften der
"2C-lonenstrahlung zugrunde liegen. Die Diskrepanzen der Effekthohen fanden sich jedoch systematisch
fiir diejenigen Aquivalentdosen, die sehr hohe relative biologische Wirksamkeiten von 10-5 (1-5 GyE)
aufwiesen. Fiir die Aquivalentdosis von 10 GyE niherten sich die immunmodulatorischen Effekte der
Photonen- und '*C-Ionenstrahlung auch quantitativ an. Dies legt nahe, dass die Ursache fiir die in dieser
Arbeit detektierten quantitativen Diskrepanzen der immunmodulatorischen Effekte, primér bei der
Aquivalentdosendefinition liegt. Moglicherweise ist das linearquadratische Modell und die Definition
biologischer Aquivalentdosen anhand des Endpunktes der Tumorzellklonalitit suboptimal, um darauf
basierend Sekundéreffekte der Immunmodulation direkt quantitativ zu vergleichen. Dem antizipierten
und bereits teilweise beschriebenen, groBer immunstimulierenden Potenzial der '*C-Ionenstrahlung
konnte auBerdem iiberwiegend die vorteilhafte Dosisverteilung im Gewebe, mit Schonung von
Immunzellen im Tumormikromilieu, zugrunde liegen. Dies kann jedoch nur durch weiterfithrende
In-vivo-Experimente eruiert werden.

Zusammenfassend erfolgte in dieser Arbeit die Charakterisierung einer murinen
Pankreasadenokarzinomzelllinie fiir herkdmmliche strahlenbiologische Endpunkte durch die
Bestrahlung mit Photonen- und '’C-Ioneneinzeldosen sowie die Analyse und der Vergleich
dosisabhingiger Effekte radiogener Immunmodulation.



