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Einleitung  

1.1  Inzidenz und Pathogenese primärer und sekundärer Lebertumoren 

Die Leber stellt mit einem normalen Organgewicht von 1.000 bis 1.500 g die größte Drüse 

des Menschen dar (Dietel et al. 2003). Primäre Tumoren im Bereich der Leber zählen in 

Deutschland zu den 10 häufigsten Tumorentitäten mit einer Neuerkrankungsrate von 14,6 / 

100.000 Männer und 5,9 / 100.000 Frauen im Jahr 2010 (RKI und GEKID 2013). Weltweit 

stehen primäre Lebertumoren an 6. Stelle der Tumorerkrankungen (World Cancer Research 

Fund International 2016). Sekundäre Lebertumoren sind laut dem Kölner Leberregister mit 

45% aller tumorartigen Neubildungen der Leber deutlich häufiger als primäre Lebertumoren. 

Sie stammen meistens von Primärtumoren des Kolons, des Pankreas, der Mamma, des Ma-

gens, der Lunge und des Ösophagus (Kasper et al. 2005). 

 

1.1.1 Maligne Primärtumoren der Leber 

Hinsichtlich der Inzidenz maligner Primärtumoren der Leber liegt das Hepatozelluläre Karzi-

nom (HCC) mit einem Anteil von 70 bis 85 % an erster Stelle (Jemal et al. 2011). Mit deutli-

cher Häufung kommt es vorwiegend in Ost- und Südostasien sowie auf dem afrikanischen 

Kontinent vor (Jemal et al. 2011). Dort stellt es mit einer Inzidenz von 150 / 100.000 Einwoh-

ner sogar den häufigsten malignen Tumor des Mannes dar (Preuss 2012). Die Inzidenz ist 

ansteigend (Oyagbemi et al. 2010; Maluccio und Covey 2012). Eine Leberzirrhose jedweder 

Genese, Virushepatitiden, z. B. durch das Hepatitis B- und C-Virus, und die Steatosis Hepatis 

als Folge von erhöhtem Alkoholkonsum, Diabetes mellitus sowie das Metabolische Syndrom 

erhöhen das HCC-Risiko und sind Gründe für die steigende Inzidenz auch in den westlichen 

Ländern (Leitlinie Diagnostik und Therapie des hepatozellulären Karzinoms 2013). 

Karzinome der Gallenwege (Cholangiokarzinome [CCC]) stehen mit 10-20% der primären 

Lebertumoren an zweiter Stelle. Weltweit machen sie 3% der gastrointestinalen Malignome 

aus (Shaib und El Serag 2004). 6-8% der CCC sind intrahepatisch gelegen, 50-67% liegen 

perihilär und 27-42% distal extrahepatisch (Brandi et al. 2016; Shaib und El-Serag 2004). Sie 

befinden sich aufgrund fehlender typischer Frühsymptome zum Zeitpunkt der Diagnosestel-

lung in den meisten Fällen bereits in fortgeschrittenem Stadium und haben daher eine sehr 

schlechte Prognose (Brandi et al. 2016). Die Ätiologie ist bisher nicht sicher geklärt, die Risi-

kofaktoren umfassen unter anderem die primär sklerosierende Cholangitis (PSC), parasitäre 
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Erkrankungen der Leber, insbesondere durch Leberegel, eine Hepatocholedocholithiasis, das 

Caroli-Syndrom mit Leberfibrose und Gallengangszysten sowie auch die kongenitale 

Leberfibrose allein. Auch Hepatitis B- und C-Infektionen, Leberzirrhose und toxische Leber-

schäden, z. B. durch Thorotrastapplikation, erhöhen das Erkrankungsrisiko (Brandi et al. 

2016). 

Andere maligne Primärtumoren in der Leber sind deutlich seltener und sollen deshalb hier 

nicht gesondert erörtert werden. Es handelt sich zum Beispiel um das fibrolamelläre Karzi-

nom als Sonderform des HCC, das Hepatoblastom und das epitheloide Hämangioendo-

theliom. Diese Tumorentitäten haben zumeist eine bessere Prognose als das HCC (Dietel et al. 

2003). 

 

1.1.2 Maligne Sekundärtumoren in der Leber 

Metastasen verschiedener solider Primärherde stellen mit über 95 % den weitaus größten An-

teil der malignen Neoplasien in der Leber dar (Preuss 2012). Die Häufigkeit von Lebermeta-

stasen ist in den USA etwa zwanzigmal so hoch wie die des HCC (Dietel et al. 2003). Bei der 

Autopsie von Patienten, die an einem Malignom verstorben sind, finden sich Lebermetastasen 

in 30 bis 50 % aller Fälle (Dietel et al. 2003). Die Organgröße, die hohe Durchblutung aus 

Pfortader und Arteria hepatica sowie lokale Gewebefaktoren machen die Leber – nach den 

Lymphknoten – zum zweithäufigsten Sitz von Metastasen, vor allem von Primärtumoren des 

Gastrointestinaltraktes, der Lunge, der Mamma und von Melanomen (Dietel et al. 2003). 

 

1.2 Onkologische Therapiekonzepte primärer und sekundärer Lebertumoren 

1.2.1 Primäre Lebertumoren 

Hepatozelluläres Karzinom (HCC) 

Zur kurativen Behandlung des HCC gibt es drei grundlegende Therapieverfahren: Die chirur-

gische Resektion, die orthotope Lebertransplantation und die lokale Tumorablation. Das für 

den jeweilegen Patienten am besten geeignete Verfahren wird dabei unter Einbeziehung der 

individuellen Voraussetzungen gewählt. Dabei sind auch Kombinationen der einzelnen Ver-

fahren in adjuvanter und neoadjuvanter Anwendung zum Downstaging oder zum Überbrü-

cken der Wartezeit auf ein Spenderorgan möglich (Leitlinie Diagnostik und Therapie des 

hepatozellulären Karzinoms 2013). 
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Als Therapie der Wahl gilt die Leberteilresektion, gegebenenfalls kann bei zunächst nicht 

resektablen Befunden die Resektionsmöglichkeit durch neoadjuvante Anwendung eines 

interventionellen Verfahrens, wie z. B. der transarteriellen Chemoembolisation (TACE), er-

reicht werden (Leitlinie Diagnostik und Therapie des hepatozellulären Karzinoms 2013).  

Bei nicht resektablen Befunden bietet die Lebertransplantation – insbesondere bei bestehender 

Zirrhose und sofern die Auswahlkriterien allgemein und hinsichtlich Tumorgröße und Tu-

moranzahl dieses Verfahren erlauben – eine Möglichkeit, das HCC und die häufig bestehende 

Lebergrunderkrankung zugleich zu therapieren (Maluccio und Covey 2012). Das Verfahren 

ist jedoch in erster Linie durch den Mangel an Spenderorganen limitiert. Bei weit fortgeschrit-

tenem Tumorstadium, gekennzeichnet z. B. durch makrovaskuläre Infiltration, extrahepati-

sche Tumorausdehnung oder Metastasierung, ist eine Transplantation nicht mehr indiziert 

(Maluccio und Covey 2012; Leitlinie Diagnostik und Therapie des hepatozellulären Karzi-

noms 2013). 

Bei vielen Patienten handelt es sich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung aufgrund der Tu-

morgröße, -anzahl oder -lokalisation jedoch um nicht mehr resektable Befunde, oder es be-

steht eine durch andere Gründe, wie z. B. Komorbiditäten, bedingte Inoperabilität (Berber et 

al. 2013; Liu et al. 2013). Wenn in einem solchen Fall auch eine Lebertransplantation nicht 

möglich ist (s.o.), existieren zahlreiche minimalinvasive, lokal ablative Verfahren, die dann - 

teils konkurrierend, teils komplementär - eingesetzt werden können. Dabei handelt es sich z. 

B. um die Radiofrequenzablation (RFA) (Nishikawa et al. 2013), die perkutane Mikrowellen-

ablation (MWA), die Laserablation (LA) und High Intensity Focused Ultrasound (HIFU) 

(Goldberg und Ahmed 2002). Durch die besondere Blutversorgung der Leber, welche durch 

die Vena portae und die Arteria hepatica gewährleistet wird, ergeben sich zudem als weitere 

lokale, nichtoperative Verfahren katheterbasierte Techniken, wie z. B. die transarterielle 

Chemoembolisation - TACE (Stuart 2003), Radioembolisation, transarterielle Mikropartikel-

embolisation und die intraarterielle Chemoinfusion. Vergleichende Daten der Verfahren un-

tereinander und im Vergleich zur Resektion als Goldstandard im Sinne großer randomisierter 

klinischer Phase-III-Studien liegen jedoch nicht vor. (Goldberg und Ahmed 2002; Stuart 

2003; Nishikawa et al. 2013; Leitlinie Diagnostik und Therapie des hepatozellulären Karzi-

noms 2013). 

Patienten mit Fernmetastasen des HCC ohne Leberzirrhose bzw. mit Zirrhose im Stadium 

Child-Pugh A, die nicht suffizient lokoregionär behandelt werden können, aber noch eine 

Lebenserwartung von mehr als drei Monaten haben, profitieren von einer palliativen, systemi-
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schen Chemotherapie (Leitlinie Diagnostik und Therapie des hepatozellulären Karzinoms 

2013). 

Cholangiokarzinom (CCC) 

Die Inzidenz des CCC ist steigend, die Metastasen- und Rezidivrate hoch. Lediglich etwa 

30% der Patienten können durch chirurgische Resektion behandelt werden. Die Fünf-Jahres-

Überlebensrate beträgt zwischen 25 und 40% (Rauchfuß und Settmacher 2015). Die einzige 

Therapieoption des CCC mit kurativem Ansatz ist die chirurgische Resektion (Brandi et al. 

2016). Abhängig vom Vorliegen eines Ikterus ist im palliativen Setting ggf. eine Entlastung 

der Gallenwege z. B. durch Stenteinlage oder durch perkutane, transhepatische biliäre Drai-

nage (PTBD) möglich. Diese Verfahren bergen allerdings Risiken wie septische Komplikati-

onen oder Impfmetastasen im Stichkanal (Brandi et al. 2016). Verfahren wie die präoperative 

Portalvenenembolisation (PVE) des tumortragenden Lappens können die Funktion der ver-

bleibenden Restleber verbessern und z. T. dadurch erst die Möglichkeit der Operation eröff-

nen. Eine adjuvante Chemotherapie verbessert die loko-regionäre Kontrolle nach R0- oder 

R1-Resektion (Brandi et al. 2016). 

In selteneren Fällen von inoperablen Tumoren, bedingt durch komplexen Bezug zu Gefäßen 

oder Gallengängen kann - in Abwesenheit von Metastasen und bei gutem Allgemeinzustand 

des Patienten - auch eine orthotope Lebertransplantation erwogen werden (Brandi et al. 2016). 

Insbesondere bei inoperablen Befunden und bei Rezidiven mit nicht ausreichender Funktions-

reserve der Restleber wird wie beim HCC - abhängig von Tumorgröße und -lokalisation - 

auch die RFA durchgeführt, darüber hinaus haben auch andere lokale Verfahren wie Hepatic 

Arterial Infusion (HAI), TACE und Drug Eluting Bead TACE (DEB-TACE) einen Stellen-

wert (Brandi et al. 2016). 

In Fällen, in denen eine Resektion nicht möglich ist, oder bei Fernmetastasierung wird zur 

Durchführung einer palliativen Chemotherapie geraten (Brandi et al. 2016). 

 

1.2.2 Sekundäre Lebertumoren 

Bei solitäter oder Oligometastasierung im Bereich der Leber ist der Goldstandard die Resekti-

on im Gesunden. Limitierend ist auch hier die Funktionsreserve der Restleber, die durch Ver-

fahren wie die Portalvenenembolisation und parenchymschonenede Operationstechniken op-

timiert werden kann (Settmacher et al. 2014; Blackham et al. 2014). Durch eine präoperative 
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Chemotherapie kann bei inoperablen Befunden ggf. eine Operabilität erreicht werden (Clancy 

und Meyerhardt 2013). 

Lokale Ablationsverfahren, wie RFA, MWA und LA, sind etablierte Alternativen zur Resek-

tion, z. B. bei eingeschränkten Operationsmöglichkeiten, und können in bestimmten Fällen 

auch durch katheterbasierte Techniken, wie TACE oder HAI, ergänzt werden (Vogl et al. 

2013; Grundmann et al. 2008).  

Bei multipler Metastasierung ist der Goldstandard in Abhängigkeit vom Primärtumor häufig 

eine palliaitve Chemotherapie (Grundmann et al. 2008). 

 

1.2.3 Die Rolle der Strahlentherapie bei der Behandlung primärer und sekundärer 

Lebertumoren sowie anderer maligner Oberbauchtumoren 

Primäre und sekundäre Lebertumoren 

Die Radiotherapie ist neben der Operation und der medikamentösen Tumortherapie in der 

Onkologie die dritte wesentliche therapeutische Option. Die Bestrahlung maligner Prozesse in 

der Leber und in Lebernähe mit hoher und damit effektiver Strahlendosis hat bisher allerdings 

noch eine eingeschränkte klinische Bedeutung, da die Sensibilität der Leber gegenüber ioni-

sierenden Strahlen deren Anwendung dadurch limitiert, dass das Auftreten einer strahlenindu-

zierten Leberschädigung (radiation-induced liver disease - RILD) gefürchtet wird (Dawson et 

al. 2002; Rühl et al. 2010). 

Durch die Etablierung neuer, moderner Methoden der Hochpräzisionsbestrahlung – wie der 

stereotaktisch geführten Perkutanbestrahlung oder der interstitiellen Brachytherapie – ist es 

allerdings immer besser möglich, das den Tumor umgebende gesunde Lebergewebe im Rah-

men einer Bestrahlung zu schonen und damit das Risiko für das Auftreten einer RILD zu mi-

nimieren. In diesem Zusammenhang wurden in den letzten Jahren auch vermehrt Arbeiten 

zum Einsatz sowohl der perkutanen stereotaktisch geführten Bestrahlung als auch der intersti-

tiellen Brachytherapie bei der Behandlung des HCC oder CCC oder auch Lebermetastasen 

publiziert. Diese Verfahren finden aktuell vor allem bei inoperablen Tumoren Anwendung, 

bei primären Lebertumoren ohne Fernmetastasen durchaus mit dem Ziel der Kuration, bei 

Metastasen mit dem Primärziel der loko-regionären Tumorkontrolle (Tanguturi et al. 2014; 

Hass und Mohnike 2014; Aitken und Hawkins 2015; Collettini et al. 2014). Randomisierte 

Phase-III-Studien zum Vergleich der genannten strahlentherapeutischen Verfahren mit ande-

ren lokal-ablativen Verfahren (s.o. Kapitel 1.2) liegen nicht vor. Nach den vorliegenden Pub-



6 

likationen erscheint die Strahlentherapie aber durchaus eine Alternative zu den etablierten 

Behandlungsmethoden mit zumindest guten lokalen Kontrollraten zu sein. 

Auch in der Nuklearmedizin gibt es Ansätze zur Behandlung primärer und sekundärer Leber-

tumoren, z. B. mittels selektiver interner Radiotherapie (SIRT). Dieses Verfahren nutzt die 

besondere Blutversorgung der Leber, bei der das gesunde Lebergewebe zu ca. 80% durch das 

Blut der Pfortader versorgt wird und etwa zu 20% durch das Blut der Arteria hepatica. Leber-

tumoren > 3 mm beziehen ihre Blutversorgung dagegen vornehmlich aus der Arteria hepatica 

und nur zu einem geringen Anteil aus dem Pfortaderblut. Durch eine arterielle Einschwem-

mung von 
90

Yttrium-beladenen Mikrosphären kann so eine weitgehend selektive, interne Be-

strahlung des Tumorgewebes durch diesen Betastrahler erfolgen, bei gleichzeitiger Schonung 

des umliegenden gesunden Lebergewebes (Duan und Hoffmann 2015). Die SIRT hat daher 

auch Eingang in die Leitlinien zur Therapie von Lebertumoren gefunden (DGN-

Handlungsempfehlung SIRT maligner Lebertumoren 2014; Leitlinie Kolorektales Karzinom 

2013). Auch hier ist allerdings im klinischen Alltag die Strahlenempfindlichkeit der Leber zu 

beachten (Moir et al. 2015). 

Magenkarzinom 

Maligne Magentumoren sind größtenteils Adenokarzinome und kommen vorwiegend in asia-

tischen Ländern sowie Chile und Irland gehäuft vor (Dietel et al. 2003). Sie sind eine der häu-

figsten tumorbedingten Todesursachen weltweit. In Deutschland belegt das Magenkarzinom 

Rang 5 bzw. 6 in der Häufigkeit der Krebserkrankungen bei Männern bzw. bei Frauen (Leitli-

nie Diagnostik und Therapie der Adenokarzinome des Magens und ösophagogastralen Über-

gangs 2012). Die empfohlene kurative Therapie ist die chirurgische Resektion, Tumoren, die 

auf die Mukosa beschränkt sind, können dabei auch endoskopisch reseziert werden (Leitlinie 

Diagnostik und Therapie der Adenokarzinome des Magens und ösophagogastralen Übergangs 

2012). 

Zur Verbesserung der Prognose wird bei lokal fortgeschrittenen Stadien eine perioperative 

Chemotherapie empfohlen (Cunningham et al. 2006). Bei nicht durchgeführter präoperativer 

Chemotherapie kann zur Verbesserung der Prognose eine postoperative adjuvante Radioche-

motherapie erfolgen (Smalley et al. 2012), insbesondere nach lediglich durchgeführter D1-

Lymphknotendissektion. Ob eine adjuvante Radiochemotherapie zumindest in bestimmten 

klinischen Situationen auch nach D2- oder gar D3-Lymphknotendissektion einen Vorteil 

bringt, ist derzeit umstritten und muss im Rahmen kontrollierter klinischer Studien geklärt 

werden (Leitlinie Diagnostik und Therapie der Adenokarzinome des Magens und 
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ösophagogastralen Übergangs 2012). 

Pankreaskarzinom 

92% der Tumoren des Pankreas zählen zum duktalen Adenokarzinom. Aufgrund der Tatsa-

che, dass Neoplasien des Pankreas in frühen Stadien häufig keine Schmerzen verursachen, 

wird die Diagnose oftmals erst in späten Stadien gestellt, mit entsprechend schlechter Progno-

se (Klöppel 2011). Die mittlere Überlebenszeit nach Erstdiagnose beträgt durchschnittlich 5 - 

8 Monate. Bei der Neuerkrankungsrate in Deutschland liegt das Pankreaskarzinom auf dem 

neunten Platz bei Männern und auf Platz sieben bei den Frauen. Die Mortalitätsrate liegt nahe 

bei der Neuerkrankungsrate, was auf die niedrigste Überlebensrate aller Krebserkrankungen 

in Deutschland hinweist (Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013). 

Auch beim Pankreaskarzinom gilt die Resektion als derzeit einzige empfohlene kurative Me-

thode. Ziel ist eine R0-Resektion (Leitlinie Exokrines Pankreaskarzinom 2013). Nach Opera-

tion und anschließender adjuvanter Chemotherapie können im Idealfall 5-Jahres-

Überlebensraten von 18 – 25 % erreicht werden (Holzman 2010). Die Anwendung 

neoadjuvanter, definitiver und adjuvanter radio(chemo)therapeutischer Konzepte wird auf-

grund der geringen und uneinheitlichen Daten diesbezüglich kontrovers diskutiert und hat 

dementsprechend – trotz vielversprechender zumindest Phase II-Daten (Brunner et al. 2007; 

Hurt et al. 2015; Van Laethem et al. 2010) – bisher noch keinen Eingang in die aktuellen Leit-

linien zur Behandlung des Pankreaskarzinoms gefunden (Rajagopalan et al. 2013; Leitlinie 

Exokrines Pankreaskarzinom 2013). 

Gastrointestinale Lymphome 

Maligne extranodale Lymphome machen etwa 40 % der Non-Hodgkin-Lymphome (NHL) 

aus. Dabei sind die extranodalen Lymphome in erster Linie im Abdominalbereich lokalisiert, 

wobei Magenlymphome dabei etwa 70% ausmachen (Selçukbiricik et al. 2012). Wie bei den 

Non-Hodgkin-Lymphomen anderer Lokalisationen werden auch die gastrointestinalen Lym-

phome in der Regel mit einer Kombination aus System- sowie Strahlentherapie kurativ be-

handelt. Die Sequenz und Anwendung dieser beiden Therapiemodalitäten ergibt sich in übli-

cher Weise nach Malignitätsgrad (hoch- vs. niedrig-maligne) sowie Stadien-abhängig. Häufig 

werden Patienten/-innen mit Magenlymphomen innerhalb oder analog der sogenannten 

„Münsteraner Studie“ interdisziplinär multimodal behandelt (siehe auch 

http://www.lymphome.de/Gruppen/DSGL/Protokolle/DSGL-01-2003/Intern/Protokoll-

Magenlymphome.pdf). 

http://www.lymphome.de/Gruppen/DSGL/Protokolle/DSGL-01-2003/Intern/Protokoll-Magenlymphome.pdf
http://www.lymphome.de/Gruppen/DSGL/Protokolle/DSGL-01-2003/Intern/Protokoll-Magenlymphome.pdf
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1.3 Radiation-Induced Liver Disease (RILD)  

1.3.1 Klinik, Therapie, Histopathologie und Risikofaktoren 

Wird gesundes Lebergewebe in vivo ionisierender Strahlung ausgesetzt kann es – abhängig 

von der applizierten Dosis und dem bestrahlten Organvolumen – zur Ausbildung der Strahlen-

induzierten Leberschädigung (radiation-induced liver disease - RILD) kommen (Dawson et 

al. 2002). 

Klinisch präsentiert sich die akute Phase der RILD etwa zwei Wochen bis vier Monate nach 

der Bestrahlung durch die Erhöhung der alkalischen Phosphatase (vor allem im Vergleich mit 

den anderen Leberwerten), Abgeschlagenheit, Aszites und anikterischer Hepatomegalie unter-

schiedlicher Ausprägung. Leberfunktion, Bilirubin und Ammoniak bleiben zunächst unauffäl-

lig. Bei Patienten mit bestehender chronischer Lebererkrankung kann sich auch ein anderes 

klinisches Bild zeigen, mit Ikterus und deutlicher Transaminasenerhöhung (Ingold et al. 1965; 

Guha und Kavanagh 2011). In der Folge entwickelt sich histologisch das Bild einer venösen 

Verschlusskrankheit der Leber (veno-occlusive Disease, VOD). Dabei kommt es zu einem 

hypoxischem Untergang von Lebergewebe, es resultiert ein fibrotischer Umbau, der in eine 

Zirrhose münden kann (Guha und Kavangah 2011; Reed und Cox 1966). Abhängig vom 

Ausmaß der Schädigung kommt es zu leichten, asymptomatischen Verläufen mit kompletter 

Remission, zu mittelschweren Verläufen mit Teilremission und ausreichender Funktionsre-

serve oder auch zu schweren Verläufen mit Leberversagen und letalem Ausgang (Guha und 

Kavangah 2011; Wadleigh et al. 2003). 

Eine kausale Therapie der RILD ist bisher nicht bekannt. Die Behandlung beschränkt sich auf 

die symptomatische Therapie mit Analgetika, Diuretika und Flüssigkeitsrestriktion, Drainage 

des Aszites, Ausgleich einer Gerinnungsstörung und Steroiden (Guha und Kavangah 2011). 

Der Versuch einer Lyse-Therapie mit rekombinantem Gewebeplasminogenaktivator (r-tPA) 

und Heparin brachte zwar geringe Erfolge, ging aber auch mit vital bedrohlichen Blutungs-

komplikationen einher (Bearman et al. 1997). 

Reed und Cox untersuchten 1966 humane Leberproben vor und nach Bestrahlung im Rahmen 

von Lebermetastasen, Lymphomen und lebernahen Ösophaguskarzinomen. Die Proben wur-

den durch perkutane und offene Biopsie, sowie nach Autopsien gewonnen (Reed und Cox 

1966). Histologische Untersuchungen zeigten einen Verschluss des peripheren venösen Ab-

fluss-Systems als histopathologisches Korrelat, dabei ergibt sich ein gemischtes Bild ver-
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schlossener, fibrosierter venöser Gefäße und durchgängiger Kollateralen, welches dem einer 

veno-okklusiven Erkrankung (veno-occlusive Disease, VOD) entspricht (Reed und Cox 

1966). Das Bild einer VOD kommt dabei vor allem bei multimodalen Therapien bestehend 

aus (Hochdosis-)Chemotherapie und Bestrahlung vor (Shim et al. 2007). 

Bezüglich des Auftretens der strahleninduzierten Leberschädigung besteht ein deutlicher Do-

sis-Volumen-Effekt: Nach fraktionierter Ganzleberbestrahlung mit maximal 31 Gy bzw. 2/3 

des Organvolumens mit 47 Gy oder 1/3 des Organvolumens mit 90 Gy beträgt das Risiko für 

das Auftreten ≤ 5 % (Dawson et al. 2001). Weitere Risikofaktoren sind höheres Lebensalter, 

eine Vorschädigung der Leber, z. B. im Sinne einer Leberzirrhose, eine gleichzeitige Chemo- 

oder Immuntherapie sowie Infektionen wie z. B. Virushepatitiden (Dawson et al. 2002; Cheng 

et al. 2004; Jung et al. 2013). 

 

1.3.2 Bisherige experimentelle Untersuchungen zur Pathogenese und Vergleich mit anderen 

strahleninduzierten Organschäden sowie anderen toxischen Leberschäden 

Der genaue Pathomechanismus der RILD ist bisher ungeklärt. Trotz der klinischen Beobach-

tungen, dass die Leber ein relativ stahlensensibles Organ ist (s.o.), zeigten erste experimentel-

le in vitro-Untersuchungen an primären Hepatozyten der Arbeitsgruppe Jirtle et al., dass die 

Hepatozyten zumindest in vitro im Gegensatz zu den klinischen Beobachtungen relativ strah-

lenresistent sind (Jirtle et al. 1984; Alati et al. 1988; Jirtle et al. 1990). Im experimentellen 

Tiermodell konnte die Arbeitsgruppe von Geraci et al. die Strahlenempfindlichkeit des Or-

gans allerdings nachvollziehen, es zeigten sich histopathologische Veränderungen, die denen 

beim Menschen vergleichbar waren (Geraci et al. 1985b; Geraci et al. 1992; Geraci und Ma-

riano 1993). 

Bei anderen akuten und chronischen strahleninduzierten Organschäden konnte bereits gezeigt 

werden, dass bei der Pathogenese Zell-Zell-Interaktionen über Zytokine eine wesentliche Rol-

le zu spielen scheinen, so zum Beispiel bei der strahleninduzierten Schädigungen im Bereich 

der Lunge (Rübe et al. 2005), des Darmes (Ong et al. 2010; Liu et al. 2015) oder des Gehirns 

(Yoritsune et al. 2014). Auch bei der Pathogenese anderer toxischer Leberschädigungen wie 

z. B. durch Ethanol, Azetaldehyd oder Acetaminophen (Paracetamol) sind Zytokin-vermittelte 

Interaktionen beschrieben worden (Xie et al. 2014). Diese Erkenntnisse lassen vermuten, dass 

auch bei der Pathogenese der strahleninduzierten Leberschädigung Zell-Zell-Interaktionen der 

verschiedenen Zellsysteme der Leber über Zytokine beteiligt sind. Erste in vitro-Ergebnisse 
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der eigenen Arbeitsgruppe bestätigen diese Hypothese (Christiansen et al. 2004): Es wurden 

sowohl Hepatozyten als auch Lebermakrophagen in vitro bestrahlt. In den Zellkulturüberstän-

den der Lebermakrophagen fand sich eine strahleninduzierte Erhöhung der TNF-alpha-

Konzentration. Eine alleinige Bestrahlung führte nicht zu einem Anstieg der Apoptose-Rate 

der Hepatoyzten, ebensowenig wie eine alleinige Inkubation mit den Zellkulturüberständen 

der bestrahlten Lebermakrophagen. Waren die Hepatozyten allerdings sowohl der Bestrah-

lung als auch den Zellkulturüberständen ausgesetzt, so konnte ein signifikanter Anstieg der 

Apoptoserate gemessen werden (Christiansen et al. 2004). 

 

1.3.3 Ziel der Arbeit 

Aufgrund der geschilderten in vitro-Ergebnisse der Arbeitsgruppe erhärtet sich der Verdacht, 

dass möglicherweise Zell-Zell-Interaktionen über Zytokine eine wesentliche Rolle in der 

Frühphase der Pathogenese der strahleninduzierten Leberschädigung spielen. Primäres Ziel 

der vorliegenden Arbeit ist es, die Hypothese zu überprüfen, dass es auch in einem experi-

mentellen Tierodell in vivo nach selektiver Ganzleberbestrahlung sowohl auf RNA- wie auch 

auf Proteinebene zu einem signifikanten Anstieg der Expression ausgewählter Zytokine 

kommt. Dazu wird zunächst eine selektive, CT-geplante Ganzleberbestrahlung im Tiermodell 

durchgeführt. Durch die CT-geplante, selektive, nicht invasive Leberbestrahlung können da-

bei störende Effekte der Bestrahlung auf andere Organe weitestgehend ausgeschlossen wer-

den. Zu definierten Zeitpunkten innerhalb von 48 Stunden nach Bestrahlung wird sowohl Le-

berwebe als auch Serum der behandelten Tiere sowie auch unbestrahlter Kontrollen asserviert 

und auf die Expression definierter Zytokine auf RNA- (Real-Time PCR) wie auch Protein-

ebene (ELISA, Western Blot) untersucht. 
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2 Material und Methoden 

2.1 Materialien 

2.1.1 Geräte 

Computertomograph  Somatom Balance (Siemens, Erlangen, Deutschland) 

Beschleuniger   Clinac 600C (Varian, Palo Alto, USA) 

Pipetten   10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1.000 µl, Multichannel 200 µl 

    (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

Magnetrührer   (IKA, Staufen, Deutschland) 

Umwälzpumpe  (Krannich, Göttingen, Deutschland) 

Zentrifugen   Tischzentrifuge (Heraeus Instruments, Langenselbold, Deutsch-

    land) 

    Ultrazentrifuge L8-70M (Beckmann, München, Deutschland) 

    Rotor 50.1 SW (Beckmann, München, Deutschland) 

Waage    (Sartorius AG, Göttingen, Deutschland) 

Vortexer   (MS1 Minishaker, IKA, Staufen, Deutschland) 

ELISA-Reader  (Dynatech MR 5000, Ashford, United Kingdom) 

Thermocycler   (ABI Prism 7600, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) 

Sterile Werkbank  (Lamin Air, Heraeus, Hanau, Deutschland) 

Taumler   (Kottermann, Uetze-Hänigsen, Deutschland) 

Blotkammer   (Semi Dry Trans Blot SD, Bio-Rad, Hercules, USA) 

Spannungsversorgung (Power Pac 200, Power Pac 300, Bio-Rad, Hercules, USA) 

Mixer    (Ultra Turrax, IKA. Staufen, Deutschland) 

Photometer   (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
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2.1.2 Einwegmaterialien 

Pipettenspitzen, steril   10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1.000 µl (Eppendorf, Ham-

     burg, Deutschland) 

Pipetten, steril    2 ml, 10 ml, 25 ml (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 

Reaktionsröhrchen, steril  500 µl Safelock, 1 ml, 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf, Ham-

     burg, Deutschland) 

Kunststoffröhrchen, steril  50 ml (Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland) 

     15 ml (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) 

Venenverweilkatheter, steril  20 G (Klinka Medical GmbH, Usingen, Deutschland) 

Ultrazentrifugenröhrchen, steril (Beckmann, München, Deutschland) 

Einwegspritzen, steril   1 ml, 10 ml (Kendall, Neustadt/Donau, Deutschland) 

Einwegskalpell, steril   (Feather, Osaka, Japan) 

Mullkompresse, steril   (Lohmann und Rauscher, Neuwied, Deutschland) 

Elektrophoresegelkassetten  (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 

Wardman-Filterpapier  (Bio-Rad, Hercules, USA) 

96-Loch Reaktionsplatten  (Nunc, Roskilde, Dänemark) 

 

2.1.3 Antikörper 

TNF--AK:    Anti-rat TNF- Antikörper (R&D Systems, Wiesbaden-

     Nordenstedt, Deutschland) 

IL-1-AK:    Anti-rat IL-1-Antikörper (Strathmann Biotec AG, 

     Hamburg, Deutschland) 

IL-6-AK:    Anti-rat IL-6-Antikörper (PeproTech Inc., New Jersey, 

     USA) 

Sekundärantikörper   (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Deutschland) 
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2.1.4 Primer 

Sämtliche Primer wurden von MWG Biotech, Ebersberg, Deutschland hergestellt. 

Ubiquitin forward 5´-CACCAAGAAGGTCAAACAGGAA-3´ 

Ubiquitin reverse 5´-AAGACACCTCCCCATCAAACC-3´ 

-Actin forward 5´-GAAATCGTGCGTGACATTAAAGAG-3´ 

-Actin reverse 5´-GCGGCAGTGGCCATCTC-3´ 

TNF- forward 5´-ACAAGTCTGCCCCGACTAT-3´ 

TNF- reverse 5´-CTCCTGGTATGAAGTGGCAAATC-3´ 

IL-1 forward  5´-TACCTATGTCTTGCCCGTGGAG-3´ 

IL-1 reverse  5´-ATCATCCCACGAGTCACAGAGG-3´ 

IL-6 forward  5´-GTCAACTCCATCTGCCCTTCAG-3´ 

IL-6 reverse  5´-GGCAGTGGCTGTCAACAACAT-3´ 

 

2.1.5 Medikamente 

Narcoren (Phenobarbital-Natrium; Merial GmbH, Hallbergmoos, Deutschland) 

Hostaket (Ketaminhydrochlorid; Intervet, Unterschleißheim, Deutschland) 

Xylazin (Serumwerk Bernburg AG, Bernburg/Saale, Deutschland) 

 

2.1.6 Puffer und Lösungen 

Alle Puffer und Lösungen wurden, soweit nicht anders erwähnt, mit Ampuva (Fesenius Kabi, 

Bad Homburg, Deutschland) angesetzt. 

NP-40 Lysis Puffer (zur Proteinisolation): 

150 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

1 % NP-40 (Sigma, Taufkirchen, Deutschland) 

50 mM Tris HCL (Paesel und Lorei, Frankfurt, Deutschland) 

pH 8,0 mit 1M NaOH eingestellt (Merck, Darmstadt, Deutschland) 
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Laufpuffer für Western Blot: 

50 ml NuPage Mops SDS Running (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) 

950 ml H2O (eigene Herstellung) 

Transferpuffer für Western Blot 

50 ml NuPage Transfer Puffer (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) 

950 ml H2O (eigene Herstellung) 

Caesiumchlorid-Lösung (RNA-Isolation): 

5,7 M Caesiumchlorid (Biochrom/Merck, Darmstadt, Deutschland) 

0,25 M Natriumcitrat (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

0,25 M EDTA (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

TBS (TRIS buffered saline); (Paesel und Lorei, Frankfurt, Deutschland) 

Tween 20 Waschlösung (für Western Blot): 

TBS (TRIS buffered saline); (Paesel und Lorei, Frankfurt, Deutschland) 

0,5 % Tween 20 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) 

Blockierungsmilch 5 % (für Western Blot): 

TBS (TRIS buffered saline; Paesel und Lorei, Frankfurt, Deutschland) 

5 % Magermilchpulver (Merck, Darmstadt, Deutschland) 

Lösungen: 

Rainbow Marker Full Range (Amersham Biosciences) 

 

2.1.7 Chemikalien 

Die verwendeten Chemikalien wurden – sofern nicht anders angegeben – von den Firmen 

Böhringer Mannheim (Mannheim, Deutschland), Sigma (Deisenhofen, Deutschland), Gibco 

BRL (Bern, Schweiz), und Merck (Darmstadt, Deutschland) bezogen. 

Ampuva (Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland) 

Aqua bidest (im eigenen Labor hergestellt) 

Caesiumchlorid (Biochrom/Merck, Darmstadt, Deutschland) 
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Dithiothreitol (Sigma)  

Ethanol (Merck) 

Guanidinisothiocyanat (Gibco) 

HEPES sodium salt (Sigma) 

Mercaptoethanol (Sigma) 

Natriumcitrat (Sigma) 

Natriumacetat (Sigma) 

Ponceau S (Sigma) 

Tween 20 (Polyoxyethylenesorbitan Monolaurate) (Sigma) 

 

2.1.8 Laborkits 

Quantikine Rat TNF-α Immunoassay Katalognummer RTA00 (RnD Systems GmbH 

      Wiesbaden-Nordenstedt, Deutschland) 

Quantikine Rat IL-1β Immunoassay  Katalognummer RLB00 (RnD Systems GmbH 

      Wiesbaden-Nordenstedt, Deutschland) 

Quantikine Rat IL-6 Immunoassay  Katalognummer R6000B (RnD Systems GmbH 

      Wiesbaden-Nordenstedt, Deutschland) 

DC Protein Assay-Kit    (Bio-Rad, Hercules, USA) 

SuperScript III Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) 

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) 

 

2.1.9 Versuchstiere 

Die Verwendung von Versuchstieren, deren Haltung sowie die vorliegende Studie wurden 

von der Ethikkommission und dem Niedersächsischen Landesamt für Verbraucherschutz und 

Lebensmittelsicherheit geprüft und genehmigt (Aktenzeichen 509.42502/01-09.03). 

Verwendet wurden männliche Wistar-Ratten (Harlan-Winkelmann, Borchen, Deutschland) 

mit einem Lebendgewicht von 180 bis 200 g. Die Ratten wurden unter pathogenfreien Bedin-

gungen im Tierstall der medizinischen Fakultät der Universität Göttingen gehalten. Sie erhiel-
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ten Futter und Trinkwasser ad libitum und einen hell-dunkel-Rhythmus von zwölf Stunden. 

Die Richtlinien und Grundsätze zu Haltung und Gebrauch von Labortieren wurden eingehal-

ten. 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Arbeitsprogramm 

Nach selektiver Leberbestrahlung wurden die bestrahlten Tiere sowie unbestrahlte Kontrollen 

eine, drei, sechs, zwölf, 24 und 48 Stunden nach der Bestrahlung getötet und die gesamte Le-

ber sowie das Blutserum asserviert. Im Serum sowie im Lebergewebe wurde anschließend die 

Expression der Zytokine TNF-, IL-6 und IL-1 zu den genannten Zeitpunkten sowohl auf 

RNA- (Real-Time PCR) sowie auf Proteinebene (ELISA, Western Blot) bestimmt und in Re-

lation zu unbestrahlten Kontrollen quantitativ (Real-Time PCR, ELISA) erfasst.  

 

2.2.2 Bestrahlung 

Im Tierversuch wurden die Lebern der Tiere in vivo unter Narkose (intraperitoneale Injektion 

von 90 mg/kg KG Ketamin und 7,5 mg/kg KG Xylazin) mittels abdominaler Computertomo-

graphie dargestellt. Anschließend wurden auf der Grundlage der Computertomographie die 

Organgrenzen der Leber auf dem Tier markiert und damit das Bestrahlungsfeld definiert. An-

schließend wurde eine Dosisverteilung errechnet – analog zum Vorgehen bei einer 3D-

konformalen Strahlentherapie beim Menschen. Schließlich wurde die Leber einzeitig mit ei-

ner Dosis von 25 Gy selektiv perkutan mit einer a-p/p-a-Technik mit 6 MV Photonen und 

einer Dosisrate von 2,4 Gy/min bestrahlt (siehe auch Christiansen et al. 2006). 

 

2.2.3 Gewinnung von Serum und Lebergewebe 

Eine, drei, sechs, zwölf, 24 und 48 Stunden nach der Bestrahlung wurden jeweils Vollblut zur 

Serumgewinnung sowie die gesamte Leber entnommen und alle Proben nach Aliquotierung 

umgehend in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Proben wurden anschließend bei -80°C 

gelagert. 

Zur Gewinnung der Proben wurden dem jeweiligen Tier 0,5 ml (= 80 mg) Phenobarbital-

Natrium (Narcoren; entsprechend 400 mg/kg KG) intraperitoneal injiziert. Nach dem Erlö-

schen der Schutzreflexe erfolgte die Fixierung der Ratte in Rückenlage, die Bauchdecke wur-

de mit Ethanol benetzt. Die Bauchdecke und das Peritoneum wurden mit einer Schere median 

und mit Entlastungsschnitten nach lateral am kranialen und am kaudalen Zugangsende eröff-

net und der dadurch freigelegte Darm zur rechten Seite mobilisiert, um Zugang zur Leber und 
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zur Vena cava inferior zu erhalten. Zunächst wurde nun die V. cava inferior mit einem 20 G 

Venenverweilkatheter kanüliert und das gesamte Blutvolumen von ca. 10 ml entnommen. 

Zum Entfernen der zellulären Bestandteile und der Gerinnungsfaktoren des so gewonnenen 

Vollblutes wurden die Proben zwei Stunden lang bei Raumtemperatur zur Koagulation gela-

gert und anschließend 20 min. bei 4°C und 1.000 g zentrifugiert. Dann wurde das so gewon-

nene Serum abpipettiert und in Aliquots von 120 µl bei -80°C eingefroren. 

Zur Gewinnung des Lebergewebes wurde die Vena portae mit einem weiteren 20 G Katheter 

punktiert und die Leber zum Entfernen des restlichen Blutes nach Durchtrennung der V. cava 

inferior mit 50 ml 0,9 %iger NaCl-Lösung gespült. Die regelrechte Spülung wurde hierbei 

durch eine deutliche, makroskopisch sichtbare Entfärbung der gesamten Leber sichtbar. 

Zu- und abführende Gefäße, der Gallengang und die bindegewebigen Anhänge wurden 

lebernah durchtrennt und die Leber in toto entnommen. Vor dem Einfrieren wurde das gesam-

te Organ auf steriler Gaze mit einem sterilen Einwegskalpell in Quader von ca. 0,1 ml Volu-

men zerkleinert. 

Der restliche Tierkadaver wurde vorschriftsmäßig entsorgt. 

 

2.2.4 Herstellung eines Homogenisates aus dem Lebergewebe 

Das Lebergewebe wurde mit einem sterilen Einwegskalpell auf steriler Gaze zunächst fein 

zerkleinert. Anschließend erfolgte ein weiteres Zerkleinern der Stücke mit dem Turrax 

Homogenisator in NP-40-Lysis-Puffer, bis die Flüssigkeit keine Gewebestücke mehr aufwies. 

Zuletzt wurden die Zellwände mit Ultraschall bei mittlerer Intensität zertrümmert. Das so ge-

wonnene Homogenisat wurde erneut aliquotiert, in flüssigem Stickstoff schockgefroren und 

bei -80° C aufbewahrt. 

 

2.2.5 Real-Time PCR (RT PCR) 

Die Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT PCR) stellt ein geeignetes und etabliertes 

Verfahren zur Quantifizierung der Proteinbiosynthese auf der Ebene der Aktivierung be-

stimmter Gensequenzen dar. 

2.2.5.1 Prinzip der Real-Time PCR 

Bei der RT PCR handelt es sich um eine Methode, die auf der Basis der konventionellen 

Polymerase-Chain-Reaction (PCR) beruht. Hierbei werden die gesuchten DNA-Abschnitte 
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(Target-DNA) einer DNA-haltigen Probe in einem automatisierten Verfahren gezielt verviel-

fältigt. Die zu untersuchende DNA wird dazu zusammen mit einer hitzestabilen DNA-

Polymerase (taq-Polymerase, aus dem thermophilen, gramnegativen Bakterium Thermus 

aquaticus), ausreichend Nukleotiden und dem für die zu vervielfältigende Sequenz spezifi-

schen Primer zyklisch über die Schmelztemperatur der DNA hinaus erhitzt und wieder abge-

kühlt. Oberhalb der Schmelztemperatur dissoziiert die Doppelstrang-DNA, wodurch der spe-

zifische Primer an die entsprechende Target-DNA-Sequenz binden kann. Beim an-

schließenden Abkühlen wird dann – in Anwesenheit der benötigten Nukleotide – der jeweili-

ge Komplementärstrang der Target-DNA in ausreichender Menge durch die taq-Polymerase 

synthetisiert. Auf diese Weise verdoppelt sich die Menge der gesuchten Sequenz bei jedem 

Zyklus. Durch das Einbringen geeigneter, interkalierender Fluoreszenz-DNA-Farbstoffe in 

diese Reaktion, wie z. B. SYBR-Green, lässt sich die Anwesenheit der gesuchten Sequenz 

nach jedem einzelnen Zyklus durch eine Fluoreszenzmessung in Echtzeit (Realtime) detektie-

ren. Als Messgröße dient dabei der sogenannte CT-Wert (threshold-cycle), d.h., dass die An-

zahl der Zyklen gemessen wird, die absolviert werden muss, um einen definierten Fluores-

zenz-Schwellenwert der Messung zu überschreiten. Der CT-Wert verhält sich demnach 

indirekt proportional zur Ausgangsmenge der Target-DNA. D. h., je weniger der gesuchten 

Target-DNA in der zu untersuchenden Probe vorhanden ist, desto mehr Zyklen der Reaktion 

müssen ablaufen, damit der Fluoreszenzgrenzwert erreicht wird. Als Referenzgröße dient die 

Amplifikation des DNA-Abschnittes eines sogenannten Housekeeping-Gens, das für ein Pro-

tein aus dem Strukturstoffwechsel der Zelle kodiert, dessen Expression von Störfaktoren, wie 

z. B. von ionisierender Strahlung, weitestgehend unbeeinflusst und somit konstant bleibt. Als 

Housekeeping-Gen diente in den Messungen der vorliegenden Arbeit das Gen für Ubiquitin 

(Ubq). Die relative Expression der Target-DNA ließ sich auf diesem Weg im Verhältnis zur 

Expression des Ubq-Gens bestimmen. Die absolute Quantifizierung durch die Quantitative 

Real-Time PCR stellt ein sehr aufwendiges Verfahren dar und ist nur erschwert mit hinrei-

chender Genauigkeit möglich (Pfaffl 2001). Um der vorliegenden Studie eine ausreichende 

Aussagekraft zu verleihen, war dieses Verfahren jedoch nicht erforderlich, da ausschließlich 

die relativen Expressionsunterschiede der Gene im Vergleich mit den unbestrahlten Kontrol-

len aufgezeigt werden sollten. Nach Beendigung der PCR ließ sich die Spezifität der Messung 

durch die Analyse einer Schmelzkurve bestätigen, die für jeden DNA-Abschnitt eine eigene 

Temperaturcharakteristik aufweist. 

Da die Aktivierung der gesuchten Gene und die Synthese von mRNA durch das vermehrte 

Ablesen der entsprechenden DNA-Sequenzen erfolgt, die PCR jedoch wegen der Spezifität 
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der taq-Polymerase nur für DNA-Targets möglich ist, muss die synthetisierte mRNA isoliert 

und in einem zweiten Schritt in die amplifizierbare DNA umgeschrieben werden. 

2.2.5.2 RNA-Isolierung für RT PCR 

Die Isolierung der RNA wurde durch Ultrazentrifugierung über einen Cäsiumchlorid-

gradienten durchgeführt (Chirgwin et al. 1979; Ramadori et al. 1985). Sämtliche Arbeits-

schritte wurden unter RNAse- und DNAse-freien Bedingungen auf Eis und unter der sterilen 

Werkbank durchgeführt. 

Je 1 ml Organvolumen der Leber wurden in 3 ml Guanidin-Lösung mit dem Ultra-Turrax 

zerkleinert. Die Lösung wurde mehrmals durch eine sterile 22 G-Kanüle aufgezogen. In 

Ultrazentrifugenröhrchen wurden je 2 ml CsCl–Lösung vorgelegt und anschließend mit der 

Probe überschichtet. Fehlendes Volumen wurde mit Guanidin-Lösung auf eine Gewichtsdiffe-

renz von < 10 mg aufgefüllt. Die Proben wurden in der evakuierten und auf 4° C gekühlten 

Ultrazentrifuge für 24 Stunden bei 100.000 g zentrifugiert. Die Zentrifuge lief dabei ohne 

Bremse aus. Nach dem Zentrifugieren wurde der Überstand vorsichtig abpipettiert und der 

Boden des Röhrchens mit einem sterilen Einwegskalpell abgetrennt. Die nun im Pellet kon-

zentrierte RNA wurde zweimal mit je 200 µl 70 %igem Ethanol bei -20° C vorsichtig gewa-

schen und anschließend 15 Minuten lang luftgetrocknet. Das Pellet wurde in 200 µl aqua 

bidest sorgfältig durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette resuspendiert und in E-Cups 

transferiert. Eventuell verbliebene makroskopische Verunreinigungen wurden durch zweimi-

nütiges Zentrifugieren mit 15.000 g entfernt. Zur Präzipitation der RNA wurden 400 µl 100 

%iges Ethanol und 20 µl Natriumacetat zugegeben. Anschließend wurde die Probe zwei 

Stunden lang bei -80° C gelagert. 

2.2.5.3 Messen der RNA-Konzentration 

Zur Messung der RNA-Konzentration der Proben wurden diese zunächst bei 4° C und 15.000 

g 30 Minuten lang zentrifugiert und die 600 µl Überstand abpipettiert. Das zurückbleibende 

Pellet wurde unter der sterilen Werkbank luftgetrocknet und anschließend mit 50 µl aqua 

bidest durch mehrmaliges Aufziehen mit einer Pipette resuspendiert. Von dieser Suspension 

wurden je 5 µl zu 1 ml aqua bidest gegeben. Im Photometer wurde dann die optische Dichte 

(OD) durch Messung der Absorption bei 260 nm Wellenlänge – welche dem Absorptionsma-

ximum der RNA entspricht – gegen reines Wasser bestimmt. Die RNA-Konzentration der 

Proben wurde anschließend automatisch durch das entsprechend programmierte und kalibrier-

te Photometer (OD von 1 entspricht 40 µg RNA/ml) berechnet und in µg/µl ausgegeben. Es 
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erfolgte zudem die Messung der Reinheit der Proben durch Messung der Absorption durch 

Proteine (maximale Absorption bei 280 nm) und Bestimmung des Quotienten OD 260/OD 

280 wobei ein Wert zwischen 1,8 und 2,0 als ausreichend rein angesehen wurde. 

2.2.5.4 Reverse Transkription der RNA in cDNA 

Da die taq-Polymerase eine DNA–DNA-Polymerase ist und damit die isolierte RNA als Sub-

strat nicht verarbeiten kann, musste die RNA zunächst mithilfe einer RNA–DNA-Polymerase, 

der reversen Transkriptase, wie sie z. B. aus Retroviren bekannt ist, in eine entsprechende 

DNA-Sequenz umgeschrieben werden. Die reverse Transkription wurde mit dem SuperScript 

III Reverse Transcriptase Kit von Invitrogen durchgeführt. Die Anwendung erfolgte nach 

Herstellerprotokoll. 

In sterile E-Cups wurden 1 µl oligo(dT), 5 µg RNA und 1 µl 10 mM dNTP Mix mit aqua 

bidest auf ein Volumen von 13 µl aufgefüllt und anschließend fünf Minuten lang auf 65° C 

erhitzt. Danach folgte eine einminütige Inkubation auf Eis. Randständige Tropfen wurden 

kurz abzentrifugiert und 4 µl 5X First-Strand Buffer, 1 µl 0,1 M DTT, 1 µl RNAseOUT und 1 

µl SuperScript III RT dazu pipettiert. Nach mehrmaligem Aufziehen durch die Pipette zur 

Durchmischung wurde der Ansatz bei 50° C für weitere 60 Minuten inkubiert. Um die Reak-

tion zu stoppen, wurde die Temperatur für einen Zeitraum von 15 Minuten auf 70° C erhöht. 

2.2.5.5 Durchführung der Real-Time PCR 

Die Durchführung der RT PCR erfolgte nach Herstellerprotokoll: Zunächst Herstellung des 

Mastermixes aus dem Platinum SYBR Green qPCR SuperMix UDG Kit nach Anleitung zur 

Minimierung von Pipettierfehlern. Hierfür wurden 13,5 µl Platinum SYBR Green qPCR 

SuperMix UDG, 1,5 µl forward Primer und 1,5 µl reverse Primer des zu bestimmenden 

Zytokins sowie 6 µl Ampuwa angesetzt, multipliziert mit der Anzahl der jeweiligen cDNA 

Proben. Für jedes Zytokin wurde ein eigener Mastermix mit den jeweiligen Primern herge-

stellt. Auf einer 96-Loch-Mikroplatte wurden dann die einzelnen Reaktionskammern mit je 

22,5 µl Mastermix für die einzelnen Zytokine sowie für Ubiquitin als Referenz beschickt. 

Dann wurden die cDNA-Proben anhand der zuvor ermittelten Konzentrationen mit Ampuwa 

auf eine Standardkonzentration von 0,01 µg/µl verdünnt. Hiervon wurden schließlich je 2,5 µl 

pro Messung in die oben genannte RT PCR eingebracht. Als Negativkontrolle diente eine 

Beschickung mit 2,5 µl Ampuwa. 

Die Reaktionsplatte durchlief dann – nach vorsichtigem Mischen im Rüttler – folgendes 

Temperaturprogramm im Thermocycler: 
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2 Minuten bei 95,0° C 

Danach 45 Zyklen: 

15 Sekunden bei 95,0° C 

30 Sekunden bei 60,0° C 

Anschließend wurden die erhaltenen CT-Werte (threshold cycle) der Proben (Cttarget) mit dem 

Wert des Housekeeping-Gens Ubiquitin (CTUBQ) nach folgender Formel korrigiert, um den 

Differenzwert (∆CT) zu erhalten: ∆CT = Cttarget - CTUBQ 

Die Konzentration (K) wurde anhand der vom Hersteller Applied Biosystems empfohlenen 

Formel errechnet: K = 2
-∆CT

 

Um die relative Veränderung zu den nicht bestrahlten Kontrollen zu verdeutlichen, wurde für 

diese der Wert 1 angenommen. Die Messwerte wurden als Produkt von 1 dargestellt. 

 

2.2.6 Western Blot 

Zur semiquantitativen Bestimmung der zu untersuchenden Zytokine mit Proteincharakter 

wurden mit den Proteinlösungen aus dem Lebergewebe der Ratten Western Blot-

Untersuchungen durchgeführt. Dabei handelt es sich um die elektrophoretische Auftrennung 

eines Proteingemisches nach Größe und Ladung und die anschließende Sichtbarmachung der 

aufgetrennten Proteine mittels radioaktiv markierter, spezifischer Antikörper. Die Sichtbar-

machung erfolgt hierbei durch Schwärzung eines Filmes durch die radioaktiven Antikörper, 

welche in ihrer Intensität daher von der Menge des zu detektierenden Proteins abhängig ist. 

2.2.6.1 Prinzip des Western Blot 

Zunächst werden identische Mengen von Proteingemisch aus den Gewebeproben nebeneinan-

der in die Kammern auf der Schmalseite eines Polyacrylamidgelstreifens vorgelegt. Dieser 

befindet sich in einer Elektrophoresekammer und ist komplett mit Laufpuffer bedeckt. Durch 

Anlegen einer Gleichspannung an die Kammer in Längsrichtung des Gels werden die polaren 

Gruppen der Proteine in Richtung des jeweiligen elektrischen Gegenpols gezogen. Es resul-

tiert eine Bewegung jedes Proteins durch die Poren des Polyacrylamidgels, die je nach La-

dung und molekularer Größe des Proteins unterschiedlich schnell verläuft. Infolgedessen wer-

den die Proteine nach Molekülgröße und Ladung aufgetrennt, wobei Proteine gleicher Größe 

und Ladung am Ende der Elektrophoresephase in Banden nebeneinander zu liegen kommen. 

Proteine mit kleiner Molekülgröße durchwandern die Poren des Gels bei gleicher elektrischer 
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Ladung dabei schneller und kommen zum Ende der Elektrophorese somit in weiterer Entfer-

nung vom Ausgangsort zu liegen als größere Proteine. Ein Standard aus eingefärbten Protei-

nen bekannter Molekülgrößen erlaubt schließlich die Größenzuordnung und damit die Identi-

fikation der Proteinproben. Nach dem Auflegen einer Membran aus Nitrozellulose auf den 

Gelblock und dem Anlegen einer Spannung senkrecht zum Gel werden die erhaltenen Prote-

inbanden anschließend auf diese Membran übertragen und dort durch hydrophobe Wechsel-

wirkungen fixiert. Zur semiquantitativen Auswertung des gesuchten Proteins wird die 

Nitrozellulosemembran zunächst mit einem Antikörper gegen das entsprechende Protein 

inkubiert, dem sogenannten Primärantikörper. Unspezifische Bindungsstellen der Proteine 

wurden zuvor mit Blockierungsmilch inaktiviert. Nachdem locker oder unspezifisch gebun-

dene Antikörper ausgewaschen wurden, fügt man zur Detektion des Primärantikörpers einen 

weiteren Antikörper (Sekundärantikörper) hinzu, welcher mit einem leicht radioaktiven Stoff 

markiert wurde und sich spezifisch gegen Epitope des Primärantikörpers richtet. Nicht gebun-

dene Sekundärantikörper werden durch erneutes Waschen entfernt. Im Anschluss wird in der 

Dunkelkammer ein Röntgenfilm auf die so vorbehandelte Membran aufgelegt. Der Grad der 

Schwärzung des Filmes, welche durch den radioaktiv markierten Sekundärantikörper auf der 

spezifischen Bande des zu untersuchenden Proteins verursacht wird, lässt eine Aussage über 

dessen relative Konzentration im Verhältnis zu den anderen Proben auf demselben Gel zu. 

2.2.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentrationen 

Um die Proteinkonzentrationen der einzubringenden Proben zu bestimmen, wurde der DC 

Protein Assay Kit von Bio-Rad mit den mitgelieferten Reagenzien verwendet. Die Bestim-

mung erfolgte gemäß dem Protokoll des Herstellers. 

Dafür wurden die Proben zunächst 1:10 mit Ampuwa verdünnt, um den Messbereich der Pro-

teinstandards (max. 1,44 g/l) einzuhalten. Je 20 µl der Probe und der Proteinstandards wurden 

in ein E-Cup pipettiert. Danach wurden 100 µl der Lösung A (+ 10 % SDS) zugegeben, an-

schließend 900 µl der Lösung B. Proben und Standards wurden gevortext und 15 Minuten 

lang bei Raumtemperatur inkubiert. Die Extinktion der Proben bei 750 nm wurde innerhalb 

einer Stunde im Photometer gemessen. 

Der Proteingehalt der Proben wurde mithilfe einer zuvor erstellten Standardkurve bestimmt: 

Die Extinktion wurde gegen die jeweilige Konzentration der Standardverdünnungsreihe auf-

getragen und anschließend die Funktion einer Ausgleichsgerade berechnet. 
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2.2.6.3 Durchführung des Western Blot 

Die Proteinlysate wurden mit Aqua bidest auf identische Konzentrationen verdünnt. Der 

NuPage LDS Probenpuffer wurde 1:5 mit DTT verdünnt. Je 10 µl verdünnter Probenpuffer 

und 10 µl Proteinprobe wurden zusammen mit 150 µg Protein in ein E-Cup pipettiert. Die 

Proben wurden zunächst eine Minute lang bei 13.000 U/min zentrifugiert und dann zehn Mi-

nuten lang bei 70° C denaturiert. Danach wurden die E-Cups eine Minute lang auf Eis abge-

kühlt, eine weitere Minute mit 13.000 U/min zentrifugiert und anschließend auf Eis gelagert. 

Die Elektrophoresegelkassette wurde vorsichtig aus der Verpackung entnommen, kurz mit 

Wasser gespült und in die Elektrophoresekammer eingebracht. Die Kammer wurde mit Lauf-

puffer befüllt bis das Gel vollständig bedeckt war. Danach wurde der Kamm aus den Gel-

kammern entfernt. Jetzt wurden die zu untersuchenden Proben sowie 5 µl Rainbow Marker in 

die Gelkammern pipettiert und die Elektrophorese bei 150 V für ca. eine bis anderthalb Stun-

den gestartet, bis die ersten Banden den Unterrand des Gels erreichten. 

Die Spannung wurde ausgeschaltet und das Gel vorsichtig aus der Gelkassette entnommen. 

Überstehende Reste wurden vom Gel abgetrennt, danach wurde dieses auf ein passend zuge-

schnittenes Stück Wardman-Papier aufgelegt. Auf das Gel wurde anschließend ein entspre-

chend großes Stück Nitrozellulosemembran und ein weiteres Stück Wardman-Papier gleicher 

Größe möglichst luftblasenfrei aufgebracht. Eventuell noch vorhandene Luftblasen wurden 

mit einer Pasteurpipette vorsichtig ausgestrichen. Das so vorbereitete Gel wurde zwischen 

zwei Schwämmen in die Blotkammer eingespannt und die Kammer mit Transferpuffer befüllt 

bis das Gel und die Schwämme vollständig bedeckt waren. Der Transfer Blot wurde mit einer 

Spannung von 30 V eine Stunde lang durchgeführt. 

Die Nitrozellulosemembran wurde nach dem Proteintransfer entnommen, zur Transferkontrol-

le 20 Sekunden lang mit Ponceau S angefärbt und danach unter fließendem Wasser gespült. 

Nachdem die Banden markiert wurden, wurde die Membran eine Stunde in 5 % Blockie-

rungsmilch auf einem Taumler inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen der Proteine zu 

blockieren und so das Hintergrundrauschen zu vermindern. 

Nach kurzem Spülen mit TBS-Tween wurde die Membran mit den Primärantikörpern (gegen 

TNF-α, IL-1β, IL-6, β-Actin) jeweils 1:400 in 2,5 % Milchpulver luftblasenfrei in Folie ver-

schweißt und zwölf Stunden lang bei 4°C auf dem Taumler inkubiert. Danach erfolgten drei 

Waschzyklen mit TBS-Tween von jeweils zehn Minuten und die Inkubation mit dem zweiten 

Antikörper in einer Verdünnung von 1:2.000 in 2,5 % Milchpulver für zwei Stunden, eben-
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falls auf dem Taumler. Drei weitere Waschzyklen mit TBS-Tween von jeweils zehn Minuten 

entfernten die nicht oder nur lose gebundenen Antikörper. Nach Ansetzen der Detektionslö-

sung aus Detection solution 1 und 2 zu gleichen Teilen wurde die Membran eine Minute lang 

damit bedeckt und anschließend mit einem sauberen Papierhandtuch trockengetupft. Im An-

schluss wurde die Membran in der Dunkelkammer auf einen Film aufgebracht und dieser je 

nach Belichtungsergebnis ca. zwei bis zehn Minuten lang belichtet und danach entwickelt. 

Die so auf dem Film entstandenen Banden wurden mit einem Scanner bei höchster Auflösung 

und Schärfe eingescannt. Die Auswertung erfolgte durch die Beobachtung der relativen 

Schwärzung des Films in Bezug auf die unbestrahlten Kontrollen und β-Actin. 

 

2.2.7 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

2.2.7.1 Prinzip der Detektion von Proteinen mittels ELISA 

Am Boden der Reaktionskammern einer Mikroplatte sind monoklonale Antikörper gegen das 

zu untersuchende Protein fixiert. Nach Zugabe der entspechenden Probe bindet das darin ent-

haltene, gesuchte Protein an den am Kammerboden fixierten, spezifischen Antikörper. Im 

nächsten Schritt wird ein zweiter, polyklonaler Antikörper, der mit einer Meerrettich-

Peroxidase konjugiert ist, zugegeben und bindet im Sandwichprinzip an das nun immobilisier-

te Protein. Nicht gebundene Proteine der Probe und Antikörper werden nach jedem Schritt 

durch mehrmaliges Waschen vollständig entfernt. Im letzten Schritt führt die Zugabe der Sub-

strat-Lösung (Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin) zu einer Farbreaktion, deren In-

tensität proportional zur Menge des gebundenen Proteins ist. Durch Zugabe von Salzsäure als 

Stopp-Lösung wird anschließend diese Farbreaktion in allen Kammern gleichzeitig beendet. 

Zur quantitativen Auswertung wird die Intensität der Färbung absorptionsphotometrisch be-

stimmt. Die einzelnen Proteinkonzentrationen werden anhand einer Extinktions-

Konzentrations-Standardkurve errechnet. Diese erhält man aus den Absorptionswerten einer 

im selben Versuch ebenfalls gemessenen Kalibrierungs-Lösung mit bekannter Proteinkon-

zentration, die als Verdünnungsreihe eingebracht und gemessen wird. Eine zusätzliche Kont-

rollprobe bekannter Konzentration sichert die Validität jeder Messreihe. 

Zur Analyse der entsprechenden Zytokin-Konzentrationen in Serum und Lebergesamtprotein 

wurden die Quantikine Rat Immunoassay Kits TNF-α, IL-1β und IL-6 von R&D-Systems 

verwendet. Die Kits wurden ausschließlich mit den mitgelieferten Reagenzien und streng 

nach den zugehörigen Protokollen von R&D-Systems verwendet. 
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2.2.7.2 Vorbereiten der Proben 

Die Untersuchung der Serumproben erforderte bei IL-6- und TNF-α-Kits eine 1:2-

Verdünnung des Serums mit Calibrator-Diluent RD5-16 (IL-6) bzw. RD5-17 (TNF-α), bei IL-

1β war eine 1:3-Verdünnung mit Calibrator-Diluent RD5Y empfohlen. Zur Untersuchung der 

Proteinlösungen aus dem Lebergewebe wurde die Verdünnung der Proben jeweils so vorge-

nommen, dass die absorptionsphotometrischen Messergebnisse im Bereich der Proteinkon-

zentrationen der jeweiligen Standardreihe lagen, um den Messbereich nicht zu verlassen. Die 

tatsächliche Konzentration des jeweiligen Zytokins wurde nach Abschluss der Messung aus 

den jeweiligen Rohdaten durch Multiplikation mit dem Verdünnungsfaktor errechnet. 

2.2.7.3 Vorbereiten der Reagenzien 

Zur Durchführung des ELISA wurden die mitgelieferten Reagenzien streng nach Vorgabe des 

Herstellers vorbereitet und verwendet. 

Zur Herstellung des Waschpuffers wurden Waschpuffer-Konzentrat und destilliertes Wasser 

im angegebenen Verhältnis gemischt. Um die Konjugat-Lösung vorzubereiten, wurde die 

konzentrierte Lösung des polyklonalen Antikörperkonjugats mit Horseradish-Peroxidase 

(Konjugat-Konzentrat) wie angegeben verdünnt (Konjugat-Diluent). Maximal 15 Minuten vor 

Gebrauch wurde die Substrat-Lösung aus gleichen Teilen Wasserstoffperoxid (Color-Reagent 

A) und Tetramethylbenzidin (Color-Reagent B) hergestellt. Der Rat-TNF-α-/ IL-1β-/IL-6-

Standard wurde mit 2 ml Calibrator-Diluent rekonstituiert. Daraus wurden folgende Verdün-

nungsreihen hergestellt: 

TNF-α  [800/400/200/100/50/25/12,5/0 pg/ml] 

IL-1β  [1.000/500/250/125/62,5/31,2/15,6/0 pg/ml] 

IL-6  [4.000/2.000/1.000/500/250/125/62,5/0 pg/ml] 

2.2.7.4 Durchführung des ELISA 

Nach Vorlegen von 50 µl Assay-Diluent wurden jeweils 50 µl der Proben, der Standardver-

dünnungsreihe und der Kontrolle in je eine Kammer der 96-Loch-Mikroplatte pipettiert, die 

Platte mit dem mitgelieferten, selbstklebenden Film dicht verschlossen und zwei Stunden lang 

bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde jede Kammer fünfmal mit jeweils 400 µl 

Waschpuffer gewaschen und dann 100 µl des jeweiligen Konjugats in jede Kammer pipettiert. 

Es folgte eine weitere Inkubation von zwei Stunden mit anschließendem erneutem Waschzyk-

lus. Zur Farbentwicklung wurden danach 100 µl Substrat-Lösung pro Kammer zugegeben und 
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die Platte nochmals 30 Minuten lang lichtgeschützt und bei Raumtemperatur inkubiert. Die 

Farbreaktion wurde nach Ablauf der 30 Minuten mit 100 µl HCl (Stopp-Lösung) beendet und 

die Absorption von Licht der vorgegebenen Wellenlängen 450 nm und 540 nm gemessen. 

Mithilfe von Kammern, die ohne Proben mitgelaufen waren, konnte eine Leerwertkorrektur 

durchgeführt werden. 

 

2.2.8 Statistische Auswertung und Bearbeitung der gewonnenen Daten 

Die gewonnen Daten wurden mithilfe von Microsoft Excel 2003 (Microsoft, Unterschleiß-

heim, Deutschland) und KaleidaGraph (Synergy Software, Reading PA, USA) ausgewertet 

und archiviert. Zur Untersuchung statistisch bedeutsamer Mittelwertsunterschiede (Vergleich 

der Parametermittelwerte in der Versuchsgruppe mit den entsprechenden Mittelwerten der 

unbestrahlten Kontrollgruppe) wurde der T-Test verwendet. Eine statistische Signifikanz 

wurde bei p < 0,05 (zweiseitiger Test) angenommen. 

Weiterhin wurde zum Erstellen von Texten, Protokollen und Tabellen Microsoft Word 2003 

(Microsoft, Unterschleißheim, Deutschland) verwendet. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Real-Time PCR 

3.1.1 Strahleninduzierte Veränderungen der Expression von TNF-, IL-1 und IL-6 

Zur Detektion der Veränderung der Genexpression wurde RNA der bestrahlten Lebern und 

der unbestrahlten Kontrollen isoliert, in cDNA umgeschrieben und anschließend eine Real-

Time PCR durchgeführt. 

Die Ergebnisse der Real-Time PCR-Untersuchungen wurden auf die Expression von 

Ubiquitin als Housekeeping-Gen bezogen. Um die relative Veränderung zu den nicht be-

strahlten Kontrollen zu verdeutlichen, wurde für diese der Wert als 1 gesetzt und die Mess-

werte als Produkt von 1 dargestellt. 
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TNF- 

Für TNF-α zeigte sich bei der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Versuchsreihe zu allen 

Zeitpunkten eine Hochregulation, dabei statistisch signifikant drei (Faktor 4,10) sowie zwölf 

Stunden (Faktor 5,25) nach der Bestrahlung (s. Tabelle 1; Abb. 2). 

Tabelle 1: Relative strahleninduzierte Expression (Real-Time PCR) von TNF-alpha auf RNA-

Ebene in Relation zu unbestrahlten Kontrollen (=1); MW = Mittelwert, SD = 

Standardabweichung, n= 5 pro Zeitpunkt 

 MW SD p-Wert t-Test 

Nach 1 h 4,73 4,17 0,053 

Nach 3 h 4,10 2,22 0,007 

Nach 6 h 6,61 6,36 0,056 

Nach 12 h 5,25 4,37 0,039 

Nach 24 h 1,49 0,99 0,251 

Nach 48 h 2,83 2,55 0,110 

MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n= 5 pro Zeitpunkt 
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Abbildung 1: Relative strahleninduzierte Expression (Real-Time PCR) von TNF-alpha auf 

RNA-Ebene in Relation zu unbestrahlten Kontrollen (=1); die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichungen, n = 5 pro Zeitpunkt 
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IL-1 

Für IL-1β zeigte sich bei der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Versuchsreihe zu allen 

Zeitpunkten eine Hochregulation, dabei statistisch signifikant sechs Stunden (Faktor 4,95) 

nach der Bestrahlung (s. Tabelle 2; Abb. 3). 

Tabelle 2: Relative strahleninduzierte Expression (Real-Time PCR) von IL-1β auf RNA-

Ebene in Relation zu unbestrahlten Kontrollen (=1); MW = Mittelwert, SD = 

Standardabweichung, n= 5 pro Zeitpunkt 

 MW SD p-Wert t-Test 

Nach 1 h 14,34 14,91 0,054 

Nach 3 h 5,91 6,32 0,086 

Nach 6 h 4,95 3,51 0,020 

Nach 12 h 7,33 10,78 0,181 

Nach 24 h 4,47 6,68 0,232 

Nach 48 h 2,68 2,98 0,196 
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Abbildung 2: Relative strahleninduzierte Expression (Real-Time PCR) von IL-1β auf RNA-

Ebene in Relation zu unbestrahlten Kontrollen (=1); die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichungen, n = 5 pro Zeitpunkt 

*p < 0,05 

n=5 (pro Zeitpunkt) 
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IL-6 

Für IL-6 zeigte sich bei der im Rahmen dieser Arbeit analysierten Versuchsreihe zu allen 

Zeitpunkten eine Hochregulation, dabei statistisch signifikant drei (Faktor 17,80), sechs (Fak-

tor 26,23) sowie 48 Stunden (Faktor 4,70) nach der Bestrahlung (s. Tabelle 3; Abb. 4). 

 

Tabelle 3: Relative strahleninduzierte Expression (Real-Time PCR) von IL-6 auf RNA-Ebene 

in Relation zu unbestrahlten Kontrollen (=1); MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n 

= 5 pro Zeitpunkt 

 MW SD p-Wert t-Test 

Nach 1 h 9,92 17,39 0,238 

Nach 3 h 17,80 13,61 0,013 

Nach 6 h 26,23 22,98 0,023 

Nach 12 h 16,60 22,08 0,114 

Nach 24 h 3,11 3,75 0,198 

Nach 48 h 4,70 3,94 0,044 
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Abbildung 3: Relative strahleninduzierte Expression (Real-Time PCR) von IL-6 auf RNA-

Ebene in Relation zu unbestrahlten Kontrollen (=1); die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichungen, n = 5 pro Zeitpunkt 
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3.2 Western Blot 

3.2.1 Nachweis von TNF-, IL-1 und IL-6 im Lebergewebe nach Bestrahlung auf Protein-

ebene mittels Western Blot 

Zur Darstellung der Konzentration der gesuchten Zytokine auf Proteinebene wurden Western 

Blot-Untersuchungen durchgeführt. Als Referenz diente die Darstellung von -Actin. 

 

TNF- 

Abbildung 5 zeigt beispielhaft die Konzentrationen von TNF-α zu verschiedenen Zeitpunkten 

nach selektiver Leberbestrahlung auf Proteinebene im Western Blot (man erkennt eine ver-

mehrte Konzentration sowohl im Verlauf als auch im Vergleich zu einer unbestrahlten Kon-

trolle). 

 

 

TNF- 

-Actin 

       K             1 h         3 h    6 h            12 h          24 h            48 h 

Abbildung 4: Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 3 Western Blots der 

Konzentrationen von TNF-α zu verschiedenen Zeitpunkten nach selektiver Leberbestrahlung 

auf Proteinebene im Western Blot, auch im Vergleich zu einer unbestrahlten Kontrolle 
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IL-6 

IL-1 

Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Konzentrationen von IL-1β zu verschiedenen Zeitpunkten 

nach selektiver Leberbestrahlung auf Proteinebene im Western Blot (man erkennt eine ver-

mehrte Konzentration sowohl im Verlauf als auch im Vergleich zu einer unbestrahlten Kon-

trolle). 

 

Abbildung 5: Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 3 Western Blots der 

Konzentrationen von IL-1β zu verschiedenen Zeitpunkten nach selektiver Leberbestrahlung 

auf Proteinebene im Western Blot, auch im Vergleich zu einer unbestrahlten Kontrolle 

 

IL-6 

Abbildung 7 zeigt beispielhaft die Konzentrationen von IL-6 zu verschiedenen Zeitpunkten 

nach selektiver Leberbestrahlung auf Proteinebene im Western Blot (man erkennt eine ver-

mehrte Konzentration sowohl im Verlauf als auch im Vergleich zu einer unbestrahlten Kon-

trolle). 

 

             

IL-1 

-Actin 

     K              1 h         3 h               6 h           12 h            24 h           48 h 

-Actin 

 K      1 h                 3 h                6 h              12 h             24 h        48 h 

Abbildung 6: Repräsentative Darstellung eines von insgesamt 3 Western Blots der 

Konzentrationen von IL-6 zu verschiedenen Zeitpunkten nach selektiver 

Leberbestrahlung auf Proteinebene im Western Blot, auch im Vergleich zu einer 

unbestrahlten Kontrolle 
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3.3 ELISA  

3.3.1 Strahleninduzierte Veränderungen der Proteinkonzentrationen der Zytokine im Serum 

der bestrahlten Ratten im Vergleich zu unbestrahlten Kontrollen 

Die Sera der Versuchstiere wurden eine, drei, sechs, zwölf, 24 und 48 Stunden nach Bestrah-

lung der Leber entnommen und mittels ELISA die Konzentrationen von TNF-, IL-1 und 

IL-6 bestimmt. Die Messung wurde für das Serum jedes Tieres dieser Versuchsreihe einzeln 

vorgenommen, es fand kein Pooling der Sera statt. 

 

TNF- 

Es zeigt sich eine Erhöhung der Serumkonzentrationen im zeitlichen Verlauf nach Bestrah-

lung und im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle, dabei statistisch signifikant zum Zeitpunkt 

eine Stunde nach Bestrahlung (s. Tabelle 4 und Abb. 8). 

Tabelle 4: Serumkonzentrationen von TNF-alpha zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrah-

lung sowie bei unbestrahlten Kontrollen; MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 5 

pro Zeitpunkt 

  MW (pg/ml) SD p-Wert t-Test 

Kontrolle 0,34 0,67  

Nach 1 h 5,26 3,56 0,002 

Nach 3 h 11,30 17,15 0,092 

Nach 6 h 1,01 1,93 0,366 

Nach 12 h 0,19 0,39 0,594 

Nach 24 h 0,25 0,53 0,777 

Nach 48 h 0,61 1,19 0,578 
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Abbildung 7: Serumkonzentrationen von TNF-alpha zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung sowie bei unbestrahlten Kontrollen; Die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichungen, n = 5 pro Zeitpunkt 
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IL-1 

Es zeigt sich eine Erhöhung der Serumkonzentrationen drei, zwölf und 48 Stunden nach Be-

strahlung im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle, dabei allerdings statistisch signifikant zu 

keinem Zeitpunkt nach Bestrahlung (s. Tabelle 5 und Abb. 9). 

Tabelle 5: Serumkonzentrationen von IL-1β zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung 

sowie bei unbestrahlten Kontrollen; MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 5 pro 

Zeitpunkt 

 MW (pg/ml) SD p-Wert t-Test 

Kontrolle 50,66 49,80  

Nach 1 h 41,38 39,18 0,727 

Nach 3 h 82,21 45,39 0,340 

Nach 6 h 33,92 23,14 0,553 

Nach 12 h 53,63 37,93 0,910 

Nach 24 h 32,80 5,19 0,503 

Nach 48 h 67,12 55,01 0,599 
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Abbildung 8: Serumkonzentrationen von IL-1β zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung sowie bei unbestrahlten Kontrollen; Die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichungen, n = 5 pro Zeitpunkt 
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IL-6 

Es zeigt sich eine Erhöhung der Serumkonzentrationen im zeitlichen Verlauf nach Bestrah-

lung und im Vergleich zur unbestrahlten Kontrolle nach einer, sechs, zwölf, 24 und 48 Stun-

den, dabei allerdings statistisch signifikant zu keinem Zeitpunkt nach Bestrahlung (s. Tabelle 

6 und Abb. 10). 

Tabelle 6: Serumkonzentrationen von IL-6 zu verschiedenen Zeitpunkten nach Bestrahlung 

sowie bei unbestrahlten Kontrollen; MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung, n = 5 pro 

Zeitpunkt 

 MW SD p-Wert t-Test 

Kontrolle 10,55 17,91  

Nach 1 h 27,55 50,10 0,452 

Nach 3 h 10,13 11,42 0,963 

Nach 6 h 42,05 40,22 0,110 

Nach 12 h 44,85 57,98 0,190 

Nach 24 h 23,67 24,22 0,311 

Nach 48 h 12,65 17,88 0,843 

 



42 

 

Abbildung 9: Serumkonzentrationen von IL-6 zu verschiedenen Zeitpunkten nach 

Bestrahlung sowie bei unbestrahlten Kontrollen; Die Fehlerbalken zeigen die 

Standardabweichungen, n = 5 pro Zeitpunkt 

*p < 0,05 

n=5 (pro Zeitpunkt) 
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4 Diskussion 

4.1 Bedeutung der ausgewählten pro-inflammatorischen Zytokine bei der toxischen 

Gewebeschädigung durch Bestrahlung und andere Noxen 

4.1.1 Grundsätzliche Bedeutung der ausgewählten Zytokine  

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Zytokine - TNF-α, IL-6 und IL-1 - wurden 

exemplarisch ausgewählt, da diese für die Aktivierung der Synthese von Akutphase-Proteinen 

in der Leber sowie für die Aktivierung und Chemotaxis von weiteren Entzündungszellen ver-

antwortlich sind (Ramadori und Meyer zum Büschenfelde 1989). Als Reaktion auf ein schä-

digendes Agens (z. B. Virus, Verletzung, Strahlung) werden in der Leber Makrophagen wie 

die spezialisierten Kupffer-Zellen mit Sitz im sinusoiden Endothel aktiviert (You et al. 2013; 

Ramadori und Christ 1999). Diese exprimieren sowohl Rezeptoren für IL-1β und TNF-α, als 

auch selbst Zytokine wie IL-6, IL-1β und TNF-α, induzieren die Expression von Zell-

Adhäsions-Molekülen in Endothelzellen und sind damit zentral an der Kommunikation der 

verschiedenen in der Leber vorkommenden Zellsysteme beteiligt (Ramadori und Christ 1999; 

Ramadori und Armbrust 2001; Zimmermann et al. 2012). Damit gelten IL-6, IL-1β und TNF-

α als wesentlich im Verlauf der Akuten Phase und sind verantwortlich für die Verschiebung 

des Gleichgewichts der Expression wichtiger Enzyme und Proteine (Cosgrove et al. 2008; 

Ramadori und Christ 1999). Nach derzeitigem Wissensstand kommt dabei insbesondere TNF-

α, IL-6 und IL-1β eine ambivalente Rolle zu: So haben die primär pro-inflammatorischen 

Zytokine neben dem Potenzial der Gewebezerstörung auch Anteil an der Regeneration des 

Lebergewebes, also der kompensierenden Proliferation der Hepatozyten (Yamada et al. 1997; 

Plümpe et al. 1999; Argast et al. 2004; Fausto et al. 2006; Cosgrove et al. 2008). Es wird ih-

nen u.a. auch eine Kontrollfunktion wichtiger Schutz- und Reparaturproteine wie z. B. der 

Komplementinhibitoren CD 46, 55, 59 zugeschrieben (Fausto et al. 2006; Halme et al. 2009; 

Galun und Rose-John 2013). 

Der Transduktionsfaktor TNF-α kann von verschiedenen Zellen produziert werden, haupt-

sächlich wird er jedoch von aktivierten, phagozytotischen Monozyten und gewebsständigen 

Makrophagen freigesetzt, wie z. B. den Lebermakrophagen (Ramadori und Armbrust 2001). 

IL-1β wird in der Leber ebenfalls von Lebermakrophagen sezerniert (Ramadori und Armbrust 

2001). Die Auswirkungen dieses Interleukins sind bisher nicht völlig klar, die Wechselwir-
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kung zwischen IL-1β und TNF- komplex: Einerseits wird IL-1β als Gegenspieler zu TNF-α 

in der Form beschrieben, dass es TNF-α hemmt (Bohlinger et al. 1995; Cosgrove et al. 2008), 

es gibt aber auch Hinweise, dass IL-1β die Expression von TNF- in Hepatozyten induzieren 

kann (Yoshigai et al. 2014). Über diesen Weg der Verschiebung des metabolischen Gleich-

gewichts fungiert IL-1β ebenfalls als Gegenspieler zu TNF-, und zwar im Prozess der ei-

gentlich durch TNF-α eingeleiteten Zellregeneration (Cosgrove et al. 2008). Takehara et al. 

(1999) und Lutz et al. (2014) fanden einen protektiven Effekt vor Apoptose in vivo (Takehara) 

oder durch die Inkubation von Hepatozyten (Lutz) mit IL-1β. 

IL-6 wird im Falle einer Entzündung in Makrophagen, Endothelzellen und Fibroblasten über 

den NfκB-Weg durch Stimulation von TNF-α oder Interleukinen produziert (Ramadori und 

Christ 1999). Auch IL-6 hat multiple Funktionen. Es kann an weitere Transkriptionsfaktoren 

binden und zahlreiche Zielgene aktivieren. IL-6 aktiviert über die direkte Bindung via Rezep-

tor an Hepatozyten dort die Produktion von Akute-Phase-Proteinen, so beispielsweise von 

Komplementfaktor I und Zytokinen und kann so als ein Gegenspieler zu TNF-α fungieren 

(Schlaf et al. 2001). Aus dieser zunächst bekannten Funktion resultierte die frühere Bezeich-

nung ‚Hepatozyten-stimulierender Faktor HSF‘. So korreliert die Schwere chronischer Leber-

erkrankungen mit der Höhe des IL-6-Spiegels (Ramadori und Armbrust 2001). Il-6 hat mögli-

cherweise jedoch auch protektive Funktionen im Sinne der Verhinderung der Hepatozyten-

Apoptose, und spielt damit eine Rolle in der Regenerationsfähigkeit des Lebergewebes (Ya-

mada et al. 1997; Kuo et al. 2001; Streetz et al. 2003; Galun und Rose-John 2013). Aber auch 

diese Aktivität unterliegt weiteren Einflussparametern: So variiert das Potenzial von IL-6 zur 

Regeneration des Lebergewebes in Abhängigkeit des auslösenden schädigenden Agens (Faus-

to et al. 2006). 

Diese Ausführungen zeigen, dass das Zusammenspiel der Zytokine mit regulatorischen Prote-

inen und Wachstumsfaktoren in der Leber komplex ist. So wirken Interleukin-1 und Interleu-

kin-6 neben anderen Zytokinen, Wachstumsfaktoren und Chemokinen als Mediatoren bei der 

Akute-Phase-Reaktion in der Leber (Ramadori und Christ 1999; Argast et al. 2004; Fausto et 

al. 2006; Cosgrove et al. 2008). Andere Zytokine und Chemokine, insbesondere TGF und 

HGF, modulieren die Expression teils als Antagonisten, teils in Synergie (Ramadori und 

Christ. 1999). Die zellulären Prozesse in der Akuten Phase werden letztlich durch die Art der 

Schädigung, die Level der übrigen Zytokine und Enzyme sowie die Spezies selbst bestimmt 

(Fausto et al. 2006). 
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4.1.2 Strahleninduzierte Expression von TNF-α, IL-6 und IL-1β nach selektiver 

Leberbestrahlung im verwendeten Tiermodell und die Rolle strahleninduzierter 

Zytokinexpressionen bei der strahleninduzierten Leberschädigung / anderen strahlen-

induzierten Organschädigungen 

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten in vivo-Experimenten zeigte sich sowohl die 

Gen- als auch die Proteinexpression der untersuchten Zytokine innerhalb der ersten 48 Stun-

den nach selektiver Leberbestrahlung zum Teil statistisch signifikant im Lebergewebe hoch-

reguliert. Es wurde darüber hinaus auch ein Anstieg der Serumkonzentrationen der Zytokine 

nachgewiesen Bei der Bewertung der vorliegenden Daten ist die Bestrahlung als nicht-

invasive, CT-geplante selektive, perkutane Leberbestrahlung von besonderer Bedeutung: 

Durch die möglichst selektive Bestrahlung des Organs können Einflüsse der Bestrahlung auf 

andere Organe und damit auch eine sekundäre Beeinflussung der Zytokinexpression weitest-

gehend ausgeschlossen werden. Dies unterscheidet die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführ-

te Versuchsanordnung erheblich von den Arbeiten anderer Arbeitsgruppen, bei denen entwe-

der eine Ganzkörperbestrahlung durchgeführt wurde (Geraci et al. 1985a) oder eine invasive 

Versuchsanordung gewählt wurde, bei der nach einer Laparatomie intraoperativ eine Strahlen-

therapie unter mechanischer Abschirmung der übrigen Abdominalorgane durchgeführt wurde 

(Geraci et al. 1985b; Geraci et al. 1991; Geraci und Mariano 1993; Geraci und Mariano 1996) 

– bei einem solchen Vorgehen ist eine sekundäre Beeinflussung der Zytokinexpression durch 

die durch den invasiven Eingriff entstehende Entzündungsreaktion nicht ausgeschlossen und 

hochwahrscheinlich. Die Ergebnisse bestätigen die aufgestellte Hypothese, dass eine strahlen-

induzierte Zytokinexpression in der Frühphase an der Pathogenese der strahleninduzierten 

Leberschädigung beteiligt ist. Vorgehende in vitro-Untersuchungen der Arbeitsgruppe hatten 

dabei gezeigt, dass die Bestrahlung isolierter Hepatozyten mit 2, 8 und 25 Gy keinen signifi-

kanten Einfluss auf das Überleben der Zellen hatte. In einer weiteren Versuchsanordnung 

wurde das Kulturmedium der Hepatozyten zur Hälfte mit dem Überstand bestrahlter Leber-

makrophagen ersetzt und die Hepatozyten dann bestrahlt. Dabei zeigte sich ein signifikanter 

Anstieg der Apoptoserate der Hepatozyten im Vergleich zu den unbestrahlten Kontrollen und 

zu den bestrahlten Zellen ohne den Überstand der Lebermakrophagen. Der Anstieg der 

Apoptoserate war dabei signifikant erhöht durch Überstände 6 und 12 Stunden nach Bestrah-

lung. 24 Stunden nach Bestrahlung der Lebermakrophagen konnte durch Zugabe des Über-

standes keine erhöhte Apoptoserate mehr induziert werden. Dieser Effekt konnte durch Zuga-
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be von Anti-TNF-α Antikörpern deutlich verringert werden (Christiansen et al. 2004). Im 

Überstand der bestrahlten Lebermakrophagen konnte - im Gegensatz zu dem der bestrahlten 

Hepatozyten - eine erhöhte Konzentration von TNF-α nachgewiesen werden. Auch durch di-

rekte Zugabe von TNF-α zu den Hepatozyten konnte - in etwas geringerem Ausmaß - eine 

gesteigerte Apoptoserate induziert werden, die Zugabe von anti-TNF-α Antikörpern hob den 

Effekt nahezu vollständig auf (Christiansen et al. 2004). Diese Ergebnisse stützen die Hypo-

these, dass bei der Pathogenese der RILD eine zytokinvermittelte Entzündungsreaktion einen 

wesentlichen Anteil hat und dass TNF-α dabei eine Schlüsselfunktion zukommt (Christiansen 

et al. 2004). 

Auch bei anderen strahleninduzierten Organschädigungen konnte eine Beteiligung solcher 

Zytokin-vermittelter Zell-Zell-Interaktionen experimentell beschrieben werden, so zum Bei-

spiel bei der strahleninduzierten Reaktion der Lunge, des Darmes oder des Gehirns (Rübe et 

al. 2004; Rübe et al. 2005; Ong et al. 2010; Liu et al. 2015; Lee et al. 2010). 

Die Arbeitsgruppe Rübe et al. veröffentlichte dazu 2005 Daten von in vivo-Untersuchungen, 

für die der Thorax von Mäusen mit einer Dosis von 12 Gy in einer Einzelfraktion bestrahlt 

wurden. Die übrigen Körperpartien wurden mit Bleistreifen abgeschirmt. Jeweils drei be-

strahlte Tiere und ein nichtbestrahltes Tier wurden zu verschiedenen Zeitpunkten von 30 Mi-

nuten bis 24 Wochen nach der Bestrahlung getötet und das Lungengewebe für Real-Time 

PCR und histologische Untersuchungen asserviert. Die Genexpression und die Gewebekon-

zentrationen der Zytokine TNF-α, IL-6 und IL-1α wurden im Zeitverlauf untersucht. Die 

Genexpression für TNF-α stieg dabei bei den bestrahlten Tieren bereits nach einer Stunde an 

und blieb bis 12 Stunden nach der Bestrahlung signifikant erhöht. Danach fiel sie wieder auf 

das Niveau der unbestrahlten Tiere ab, um zu den Zeitpunkten zwei bis 24 Wochen erneut 

anzusteigen. Auch in den immunhistochemischen Untersuchungen ergab sich eine signifikant 

gesteigerte Reaktion für TNF-α zu allen Zeitpunkten ab eine Stunde nach der Bestrahlung, die 

in ihrem zeitlichen Verlauf dem der Genexpression entsprach. Die Genexpression für IL-6 

stieg sechs Stunden nach der Bestrahlung signifikant an, um dann ebenfalls wieder auf das 

Ausgangsniveau abzufallen. Auch für IL-6 ergab sich erneut ein späterer Anstieg, der nach 

vier und acht Wochen signifikant war. Die immunhistochemischen Untersuchungen zeichne-

ten einen vergleichbaren zeitlichen Verlauf nach, mit signifikanten Anstiegen nach zwölf und 

24 Stunden sowie nach vier, sechs, acht und 16 Wochen. IL-1α wurde auf der genetischen 

Ebene ebenfalls nach 6 Stunden sowie nach acht und 16 Wochen signifikant hochreguliert. Zu 

den anderen Zeitpunkten kehrte die Genexpression etwa auf das Level der unbestrahlten Kon-
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trollen zurück. Wiederum bestätigten die Gewebeuntersuchungen diesen Verlauf mit einer 

leichten zeitlichen Verzögerung und signifikanten Anstiegen nach sechs, zwölf und 24 Stun-

den, sowie nach vier und acht Wochen (Rübe et al. 2005). Diese Ergebnisse zeigen auf, dass 

das Lungengewebe nicht nur das Ziel einer strahleninduzierten Entzündungsreaktion ist, son-

dern diese auch durch die ortsständige Synthese und Ausschüttung proinflammatorischer 

Zytokine anstößt und unterhält (Rübe et al. 2005). Die Ergebnisse sind mit dem Verlauf der 

Zytokinregulation in den Versuchen zu dieser Arbeit vergleichbar. 

Die Gruppe von Ong et al. (2010) bestrahlte das Abdomen von Ratten mit wöchentlich 3 

Fraktionen von 2,5 Gy. Alle übrigen Körperpartien wurden mit Bleistreifen abgeschirmt. Jede 

Woche wurden 5 Tiere getötet und der gesamte Darm für die Untersuchungen asserviert. So 

wurden Gesamtdosen von 7,5 bis 45 Gy appliziert. Das Darmgewebe wurde entnommen und 

die Veränderungen der Genexpression von TNF-α, IL-6 und IL-1β mittels Real-Time PCR, 

sowie auf Proteinebene durch immunhistochemische Färbungen untersucht. Dabei zeigten 

sich die Genexpression für IL-6 und IL-1β nach Dosisapplikation von 30 Gy, 37,5 Gy und 45 

Gy erhöht. 

Liu et al. bestrahlten das Abdomen von Ratten mit einer Einzeldosis von 9 Gy und einem Be-

strahlungsfeld von 8,5 x 8,5 cm. Die Serumkonzenmtration von IL-2 und IL-6 wurde im Se-

rum der Tiere vier Tage nach der Bestrahlung mittels Immunassay gemessen. Es zeigten sich 

signifikant höhere Werte als bei den unbestrahlten Kontrollen (Liu et al. 2015) wobei durch 

das Studiendesign keine Beobachtung der Konzentration über die Zeit möglich war. 

Die Auswirkung von Bestrahlung auf die Expression pro-inflammatorischer Zytokine im Ge-

hirn untersuchten Lee et al. in einem weiteren Rattenmodell. Hier wurde eine Ganzhirnbe-

strahlung bei Ratten mit einer Dosis von 10 Gy durchgeführt (Lee et al. 2010). Vier, acht und 

24 Stunden nach der Bestrahlung wurden die Tiere getötet und mittels Real-Time PCR, ELI-

SA und Immunhistochemie die Genexpression und die Konzentrationen von unter anderem 

TNF-α, IL-6 und IL-β im Gewebe untersucht. Dabei zeigte TNF-α einen deutlichen und signi-

fikanten Anstieg vier Stunden nach der Bestrahlung auf Gen- und Proteinebene. Acht und 24 

Stunden nach Bestrahlung waren die Werte weiterhin signifikant erhöht im Vergleich zu den 

unbestrahlten Kontrollen, fielen aber bereits wieder deutlich ab. Die Immunfluoreszenzfär-

bungen bestätigten diese Ergebnisse und den zeitlichen Verlauf zusätzlich (Lee et al. 2010). 

Auch die Genexpression von IL-6 stieg bei den bestrahlten Tieren nach vier Stunden signifi-

kant an um im Verlauf wieder abzufallen. Diese Veränderungen konnten allerdings auf Prote-

inebene nicht nachvollzogen werden (Lee et al. 2010). IL-1β wurde auf genetischer Ebene 
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vier und acht Stunden signifikant mehrexprimiert und zeigte dann einen Abfall nach 24 h. Die 

Proteinkonzentration von IL-1β war zu allen Zeitpunkten mit ansteigender Tendenz im zeitli-

chen Verlauf signifikant erhöht (Lee et al. 2010). 

 

4.1.3 Die Rolle der Zytokine bei anderen toxischen Leberschäden 

Die Beteiliung von Zell-Zell-Interaktionen durch Zytokine ist auch wesentlich bei der Patho-

genese anderer toxischer Leberschädigungen, wie z. B. durch Kohlenstofftetrachlorid (CCL4), 

D-Galactosamin und Acetaminophen - Paracetamol (Tuñón et al. 2009). 

Die systemische Applikation von Kohlenstofftetrachlorid stellt dabei eine etablierte Methode 

dar, um zytotoxische Schäden der Leber zu untersuchen (Tuñón et al. 2009), da die Substanz 

eine zentrilobuläre Nekrose des Lebergewebes mit nachfolgendem fibrotischem Umbau ver-

ursacht (Weber et al. 2003). Folgende pathophysiologische Vorgänge liegen der Leberschädi-

gung mit CCL4 zugrunde: Zum einen wird Kohlenstofftetrachlorid in hochreaktive 

Trichlormethyl-Radikale metabolisiert, welche anschließend über die Peroxidation von 

Membranlipoiden zur zellulären Schädigung der Hepatozyten führen (Koch et al. 1974; 

Recknagel et al. 1989). Zum anderen werden entzündungsvermittelnde Substanzen aus akti-

vierten Lebermakrophagen freigesetzt, welche die primäre CCL4-vermittelte Zellschädigung 

weiter vorantreiben (Badger et al. 1996). Hierbei spielt das Zytokin TNF-, welches durch 

Makrophagen produziert und freigesetzt wird, eine entscheidende Rolle als Vermittler der 

Expression zellulärer Adhäsionsmoleküle durch Endothelzellen und die dadurch ausgelöste 

Entzündungsreaktion mit Einwanderung weiterer Phagozyten in die geschädigten Areale 

(Wertheimer et al. 1992). Bei entsprechenden Studien an Knock-out-Mäusen, welchen der 

TNF-Rezeptor fehlte bzw. deren Gen für die Produktion von TNF- deaktiviert war, blieben 

die fibrotischen Veränderungen und die großflächige Apoptose der Hepatozyten unter CCL4-

Exposition aus. Diese Beobachtungen lassen den Schluss zu, dass dem Zytokin TNF-α im 

Hinblick auf die Langzeitschädigung der Leber eine Schlüsselrolle zukommt. 

D-Galactosamin-Applikation dient ebenfalls zur Untersuchung toxischer Leberschäden in 

vivo (Tuñón et al. 2009) und führt zu einer polymorphen und disseminierten Nekrose von 

Hepatozyten, die mit einer deutlichen Vermehrung von Entzündungszellen wie Lebermakro-

phagen, Lymphozyten, segmentkernigen Granulozyten und Plasmazellen einhergeht (Keppler 

et al. 1968). Dieser Entzündungsprozess wird wesentlich durch die Freisetzung von TNF-α 

ausgelöst, welches vornehmlich in den Lebermakrophagen produziert und von ihnen freige-
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setzt wird (Bradham et al. 1998). TNF-α vermittelt auch hier die Produktion und Ausschüt-

tung weiterer Cytokine und Adhäsionsmoleküle wie Vascular Cell Adhesion Molecule 1 

(VCAM-1) und Intercellular Adhesion Molecule 1 (ICAM-1), die die Einwanderung weiterer 

Entzündungszellen in das Leberparenchym ermöglichen und zu Apoptose und nachfolgender 

Nekrose der Hepatozyten führen (Bradham et al. 1998). Der toxische Effekt von D-

Galactosamin konnte im Tierversuch durch Gabe eines TNF-α-Antikörpers signifikant redu-

ziert werden (Yang et al. 2014), was die Bedeutung der zytokinvermittelten Entzündungsreak-

tion als Pathomechanismus ebenfalls unterstreicht. 

Acetaminophen (Paracetamol) verursacht beim Menschen und im Tierversuch in hoher Dosie-

rung schwere toxische Leberschäden mit gut erforschtem und auf den Menschen übertragba-

rem Pathomechanismus (Tuñón et al. 2009; Mossanen und Tacke 2015). Der Hauptanteil von 

Acetaminophen wird durch Glucuronidierung und Sulfatierung metabolisiert und renal ausge-

schieden. Etwa 10-20% werden in den Hepatozyten in N-acetyl-p-benzochinonimin umge-

wandelt (Mossanen und Tacke 2015). N-acetyl-p-benzochinonimin wird dann durch 

Glutathion in seine nicht-toxische Form reduziert. Wird die Reduktionskapazität überschrit-

ten, vermittelt das verbleibende N-acetyl-p-benzochinonimin eine Entzündungsreaktion, die 

vornehmlich durch Lebermakrophagen vermittelt wird (Kubes und Mehal 2012). Über TNF-α 

aus den Lebermakrophagen werden weitere Zytokine wie IL-1β und IL-6 aktiviert und mittels 

ICAM-1 und VCAM-1 wandern nicht-gewebeständige Entzündungszellen ein (Kubes und 

Mehal 2012; Mossanen und Tacke 2015). 

 

4.2 Bedeutung der Ergebnisse dieser Arbeit für die Klinik 

Insbesondere im Rahmen interdisziplinärer Therapiekonzepte gewinnt die Strahlentherapie 

maligner Lebertumoren, z. B. beim Hepatozellulären Karzinom (Tanguturi et al. 2014; Hass 

und Mohnike 2014), bei Lebermetastasen (Aitken und Hawkins 2015) sowie anderer maligner 

Oberbauchtumoren wie z. B. beim Magenkarzinom (Smalley et al. 2012) klinisch immer mehr 

an Bedeutung. Dazu tragen auch die aktuellen Weiterentwicklungen der modernen Methoden 

der Hochpräzisionsbestrahlung wie zum Bespiel der stereotaktisch geführten Strahlentherapie 

von primären und sekundären Lebertumoren (Tao und Yang 2012; Rusthoven et al. 2009) 

oder auch brachytherapeutische Verfahren (Collettini et al. 2014) entscheidend bei. Noch im-

mer aber ist die strahleninduzierte Leberschädigung in diesem Zusammenhang eine gefürchte-

te Toxizität und häufig Dosis-limitierend. In diesem Zusammenhang sind zukünftig detaillier-
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te Kenntnisse der zugrunde liegenden Pathomechanismen von erheblicher Bedeutung. Auf der 

Grundlage solcher Kenntnisse könnten ggf. zukünftig Schutzmechanismen für das gesunde 

Gewebe entwickelt, die Schädigung verringert und die Regenerationsfähigkeit der Leber nach 

Bestrahlung verbessert werden, wodurch evtl. höhere Dosen im Rahmen einer Strahlenthera-

pie sicher appliziert werden können. 

Da nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit und den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

offensichtlich in der Frühphase der strahlenindzierten Leberschädigung Zell-Zell-

Interaktionen über pro-inflammatorische Zytokine eine wesentliche Rolle spielen, könnte ein 

Ansatz darin bestehen, diese zu blockieren, z. B. durch monoklonale Antikörper. Solche Anti-

körper, z. B. gegen TNF- (Adalimumab: Humira
®
; Golimumab: Simponi

®
; Infliximab: Re-

micade
®

), sind bereits etablierte und zugelassene Präparate bei der Therapie entzündlicher 

Darmerkrankungen (Sharma et al. 2015; Rutgeerts et al. 2015; Rutgeerts et al. 2005). Ebenso 

werden monoklonale Antikörper gegen Zytokinrezeptoren wie der Anti-IL-6-

Rezeptorantikörper (Tocilizumab: RoActemra
®

) in der Behandlung entzündlicher Erkrankun-

gen, wie der rheumatoiden Arthritis, eingesetzt (Dougados et al. 2014). 

Vor einem klinischen Einsatz sind aber sicherlich weitere experimentelle Untersuchungen 

notwendig. Zum einen muss geklärt werden, ob solche Antikörper tatsächlich die Entstehung 

der RILD verhindern oder zumindest abmildern können, zum anderen muss ausgeschlossen 

werden, dass solche Antikörper nicht auch einen Tumor-protektiven Effekt haben. 

 

4.3 Ausblick 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die Hypothese bestätigt werden, dass es auch in 

einem experimentellen Tierodell in vivo nach selektiver Ganzleberbestrahlung sowohl auf 

RNA- wie auch Proteinebene zu einem signifikanten Anstieg der Expression ausgewählter 

Zytokine kommt. Zell-Zell-Interaktionen über Zytokine sind also möglicherweise in der 

Frühphase der strahleninduzierten Leberschädigung an der Pathogenese wesentlich beteiligt. 

Dies ist insofern von klinischer Bedeutung, als dass hierdurch Ansätze enstehen, durch thera-

peutische Maßnahmen die Entstehung der RILD im Rahmen strahlentherapeutischer Behand-

lungen zu beeinflussen und damit die therapeutische Breite bei der Bestrahlung maligner Le-

ber – und Oberbauchtumoren zu erhöhen. Sicherlich handelt es sich aber um ein 

multifaktorielles Geschehen, an dem nicht nur die in dieser Arbeit gefundene 

Zytokinexpression beteiligt ist. Vor diesem Hintergrund waren und sind die Ergebnisse der 
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vorliegenden Arbeit die Grundlage für weitere Untersuchungen der Arbeitsgruppe, nach de-

nen auch eine Beteilung strahleninduzierter Chemokin- sowie Adhäsionsmolekülexpression 

an den Pathomechanismen in der Frühpahse der RILD postuliert werden kann. So konnten 

Moriconi et al. durch in vivo-Untersuchungen nachweisen, dass nach selektiver Bestrahlung 

der Leber bei Ratten (25 Gy) innerhalb von 48 Stunden eine signifikant gesteigerte Expressi-

on der Adhäsionsmoleküle ICAM-1, VCAM-1, JAM-1 (Junctional Adhesion Molecule-1), β1-

Integrin, β2-Integrin, E-Cadherin und P-Selectin stattfindet (Moriconi et al. 2009). In vitro-

Experimente an bestrahlten Hepatozyten (8 Gy) bestätigten diese Ergebnisse durch Nachweis 

der Mehrexpression von β1-Integrin, JAM-1 und ICAM-2 bei Bestrahlung isolierter 

Hepatozyten sowie nach Zugabe von TNF-, IL-6 oder IL-1β sowie TNF- kombiniert mit 

IL-6 auch von ICAM-1, VCAM-1 und P-Selectin (Moriconi et al. 2009). Möglicherweise 

beeinflusst die strahlentherapeutische Zytokin-Expression dabei nicht nur die Inflammation 

sowie die Zellschädigungen sondern auch Stoffwechselvorgänge, wie am Beispiel des Eisen-

stoffwechsels gezeigt werden konnte. So konnten Christiansen et al. in vivo aufzeigen, dass 

durch die Bestrahlung der Leber bzw. von Hepatozyten auch Hepcidin hochreguliert wird, ein 

Protein, das die Freisetzung von Eisen aus hepatischen Speichern und aus eisenbeladenen 

Makrophagen vermindert und das ebenfalls die intestinale Eisenresorption reduziert. Es gilt 

als Akute-Phase-Protein, das über seinen Rezeptor Ferroportin-1 als entscheidender Vermitt-

ler des Eisenmangels bei chronischen Entzündungsreaktionen fungiert (Christiansen et al. 

2007; Ganz 2011). Diese Ergebnisse konnten ebenfalls durch in vitro-Untersuchungen bestä-

tigt werden, in denen die Hochregulation von Hepcidin erneut nur unter Zugabe von TNF-, 

IL-1β und IL-6 stattfand (Christiansen et al. 2007). Auch wurde durch die Arbeitsgruppe im 

weiteren Verlauf bereits ein Modell zur chronischen RILD etabliert. Dabei wurde im Tiermo-

dell eine selektive Hochdosis Einzelbestrahlung von 25 Gy mit einer fraktionierten Bestrah-

lung von 2 Gy/Tag und einer Gesamtdosis von 60 Gy verglichen, wie sie den klinischen Be-

strahlungsmodalitäten beim Menschen am ehesten entspricht. Die makroskopischen 

Veränderungen der Leber und die Folgen der strahleninduzierten Entzündungsreaktionen un-

terscheiden sich dabei in der Langzeitbeobachtung nach drei Monaten interessanterweise nur 

punktuell (Rave-Fränk et al. 2013). Die Untersuchung pro-inflammatorischer Zytokine in 

diesem nun etablierten Langzeitmodell steht noch aus und könnte weiteren Aufschluss über 

ihre Bedeutung bei der RILD liefern. Auch sollten weitere in vivo-Experimente jetzt untersu-

chen, ob der Verlauf der strahleninduzierten Leberschädigung tatsächlich durch einen geziel-

ten Eingriff in die herausgearbeiteten Pathomechanismen (z. B. Zytokin-Blockade, s.o.) posi-

tiv und ohne Beeinflussung des Tumorgewebes reguliert werden kann. Dazu könnten 
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Lebertumoren in den Tieren induziert werden, die anschließend unter Einsatz solcher Anti-

körper mit einer tumoriziden Strahlendosis in üblichen klinischen Dosis-

/Fraktionierungsschemata bestrahlt werden. Erst nach Durchführung solcher Experimente 

wären erste klinische Studien mit dieser Fragestellung denkbar. 



 

5 Zusammenfassung 

 

Insbesondere im Rahmen interdisziplinärer, multimodaler onkologischer Therapiekonzepte 

gewinnt die Strahlentherapie bei der Behandlung primärer und sekundärer Lebertumoren so-

wie anderer maligner Oberbauchtumoren zunehmend an Bedeutung. Durch die Etablierung 

moderner Methoden der Hochpräzisionsbestrahlung, wie der stereotaktisch geführten Bestrah-

lung oder der interstitiellen Brachytherapie, kann heutzutage das gesunde Lebergewebe dabei 

immer besser geschont werden. Nichtsdestoweniger könnten höhere Strahlungsdosen die Ef-

fizienz der Therapien ggf. weiter verbessern. Die bekannte Strahlenempfindlichkeit der Leber 

stellt in vivo jedoch weiterhin einen limitierenden Faktor für mögliche weitere Dosis-

steigerungen dar, da das Auftreten einer klinisch manifesten strahleninduzierten Leberschädi-

gung (radiation-induced liver disease - RILD) eine potenziell lebensbedrohliche Komplikati-

on darstellt. Vor diesem Hintergrund ist im Rahmen aktueller experimenteller radioonkologi-

scher Forschung die Aufklärung von Pathomechanismen der RILD von erheblicher 

Bedeutung. Im Rahmen dieser Arbeit konnte dabei in einem in vivo-Modell gezeigt werden, 

dass es innerhalb von 48 Stunden nach Leberbestrahlung sowohl auf RNA- wie auch Protein-

ebene zu einer Hochregulation pro-inflammatorischer Zytokine kommt (TNF-alpha, IL-6, 

IL1-beta), die auch bei anderen strahleninduzierten Organschädigungen wie auch toxischen 

Leberschäden anderer Genese bekanntermaßen beteiligt sind. Möglicherweise spielen also 

Zell-Zell-Interaktionen über diese Zytokine auch bei der Pathogenese der RILD eine wichtige 

Rolle. Im verwendenten Tiermodell wurde dabei eine nicht-invasive, perkutane Bestrahlung 

durchgeführt, um einen Einfluss, z. B. eines invasiven Eingriffes auf die Zytokinexpression 

weitestgehend ausschließen zu können. Über welche Mechanismen die untersuchten Zytokine 

an der Pathogenese der RILD beteiligt sind, kann aus den vorliegenden Daten nicht geschluss-

folgert werden. Dazu sind weitere experimentelle Untersuchungen notwendig. Ein in diesem 

Zusammenhang wichtiges experimentelles Modell zur Untersuchung der chronischen RILD 

wurde in nachfolgenden Arbeiten der Arbeitsgruppe bereits etabliert, weitere Untersuchungen 

stehen noch aus. Ziel ist es, durch Aufklärung der Pathomechanismen Schutzmechanismen für 

das gesunde Gewebe zu entwickeln, um dieses bei der onkologischen Behandlung so schützen 

zu können, dass diese weiter optimiert werden kann. 
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