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 1 

1 Einleitung 

1.1 Tumorerkrankung 

1.1.1 Epidemiologie und Ätiologie des Bronchialkarzinoms 

Krebs ist in Deutschland nach den Herz-Kreislauferkrankungen mit ca. 

25,5% die zweithäufigste Todesursache (Statistisches Bundesamt, Wiesbaden 

2015 (Internetquelle Nr. 1)). Das Bronchialkarzinom stellt sowohl in 

Deutschland als auch weltweit die dritthäufigste Tumorerkrankung dar. Dabei 

liegt die Inzidenz für Deutschland bei 35 pro 100.000 Einwohnern bei den 

Frauen und 81 pro 100.000 bei den Männern (Kaiser et al., 2011). Vergleicht 

man die Anzahl der Todesfälle innerhalb der verschiedenen Krebsentitäten, 

ist das Bronchialkarzinom die häufigste Todesursache (23,6%) des Mannes 

und die zweithäufigste (13,8%) der Frau (DrED (Internetquelle Nr. 2)). 

Noch immer gilt das Rauchen als Hauptrisikofaktor an Lungenkrebs zu er-

kranken (90% der an Lungenkrebs erkrankten Männer und 60% der Frauen 

rauchen) (Husmann et al., 2010). In den letzten Jahren ist zu beobachten, 

dass die Erkrankungshäufigkeit bei den Männern rückläufig, bei den Frauen 

allerdings steigend ist (Kaiser et al., 2011). Ein weiterer Risikofaktor ist die 

Schadstoffbelastung in der Luft durch Feinstaub und Dieselruß (Deutsches 

Krebsforschungszentrum, Krebsinformationsdienst (Internetquelle Nr. 3)). 

Auch gilt der Kontakt mit Radon, Asbest oder verschiedenen Metallen als 

erhöhtes Risiko, denen man beruflich oder umweltbedingt ausgesetzt sein 

kann (Saracci und Boffetta, 1994).  

1.1.2 Klassifikation 

Die World Health Organization (WHO) veröffentlichte im Jahr 1999 eine 

weltweit geltende histopathologische Klassifikation der Bronchialkarzinome. 

In Tab.1 ist eine Übersicht der unterschiedlichen Subtypen aufgeführt. Kli-

nisch werden das kleinzellige (engl. small cell lung cancer = SCLC) und das 

nicht kleinzellige (engl. non-small cell lung cancer = NSCLC) Bronchialkar-
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zinom unterschieden. Das SCLC wird häufig erst im metastasierten Stadium 

diagnostiziert und ist somit meist inoperabel. Die Therapie der Wahl ist die 

Chemotherapie. Das NSCLC wird primär operativ entfernt, kann aber auch 

mit einer Chemotherapie behandelt werden. 

Tab. 1: Histopathologische Klassifikation des Bronchialkarzinoms der WHO  
  (Travis et al., 1999) mit prozentualen Anteilen (gemessen an allen Bron-

chialkarzinomen) (Travis et al., 1995). Angelehnt an Wunder (2011). 

Histopathologischer Subtyp Prozentualer Anteil 

Adenokarzinom 31,5% 

Plattenepithelkarzinom 29,4% 

Kleinzelliges Karzinom 17,8% 

Großzelliges Karzinom 9,2% 

Karzinoidtumor 1% 

Karzinome mit pleomorphen sarkomatoi-

den oder sarkomatösen Anteilen 

0,1% 

Karzinome vom Speicheldrüsentyp (Bron-

chialdrüsenkarzinom) 

0,1% 

Unklassifizierbare Tumore <0,1% 

 

1.1.3 TNM-Klassifikation 

Die Behandlung der Patienten hängt stark von dem Stadium ihrer Erkrankung 

ab. Die NSCLC Tumoren werden heute nach der üblichen TNM- Klassifika-

tion eingeteilt (Klassifikation nach Tumorausdehnung (T), Lymphknotenbe-

fall (N) und Fernmetastasen (M), eingeführt durch Denoix, 1964), modifiziert 

nach Mountain et al. (Mountain, 1997). Diese Einteilung ist in Tab. 2 aufge-

führt.  
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Tab. 2: Einteilung der Tumore nach der TNM-Klassifikation 

Primärtumor (T) T0 Kein Hinweis auf einen Primärtumor  

 TX Primärtumor nicht beurteilbar oder Tumorzellen in 

Sputum oder Bronchiallavage zwar nachgewiesen, 

aber weder radiologisch noch bronchoskopisch 

sichtbar  

 Tis Carcinoma in situ 

 T1 Tumor in der größten Ausdehnung ≤ 3 cm, umge-

ben von Lunge oder viszeraler Pleura ohne bron-

choskopischen Anhalt für einen Befall dieser Struk-

turen, proximal eines Lobärbronchus  

 T2 Tumor mit einem der folgenden Merkmale: 

� 3 cm in der größten Ausdehnung  

� Befall des Hauptbronchus ≥2 cm distal der 

Carina 

� Infiltration der viszeralen Pleura  

� Atelektase oder obstruktive Entzündung im 

Bereich des Hilus, aber nicht der ganzen Lunge  

 T3 Tumor jeder Größe, der eine der folgenden Struktu-

ren direkt infiltriert:  

� Brustwand (einschließlich Tumoren des  

Sulcus superior) 

� Diaphragma  

� mediastinale Pleura  

� parietales Perikard  

� Tumor mit Befall des Hauptbronchus < 2 cm 

distal der Carina, aber ohne Befall der Carina 

selbst  

�  Assoziierte Atelektasen oder obstruktive 

Entzündungen der gesamten Lunge  
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Primärtumor (T) T0 Kein Hinweis auf einen Primärtumor  

      T4 Tumor jeder Größe mit Infiltration einer der fol-

genden Strukturen:  

� Mediastinum  

� Herz  

� große Gefäße  

� Trachea  

� Oesophagus  

� Wirbelkörper  

� Carina  

� Tumore mit malignem Pleura- oder Perikar-

derguss oder mit Satellitentumoren im ipsilate-

ralen Lungenlappen des Primärtumors 

Regionäre 

Lymphknoten (N) 

NX regionäre Lymphknoten nicht beurteilbar 

 N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen vorhan-

den  

 N1 Metastasen in ipsilateralen peribronchialen und /  

oder ipsilateralen hilären Lymphknoten und in 
intrapulmonalen Lymphknoten 

 N2 Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und / oder 

ipsilateralen subcarinalen Lymphknoten  

 N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen oder 

hilären Lymphknoten, in ipsi- oder kontralateralen 

Scalenus- oder supraklavikulären Lymphknoten  

Fernmetastasen 

(M) 

MX Vorkommen von Fernmetastasen nicht beurteilbar 

 M0 keine Fernmetastasen nachweisbar 

 M1 Fernmetastasen sind vorhanden 

 

Die Einteilung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms erfolgt nicht nach der 

TNM-Klassifikation, sondern nach einem System, das von der Veterans Ad-

ministration Lung Group entwickelt wurde. Dieses System unterteilt das 

Bronchialkarzinom in very limited disease (auf eine Thoraxhälfte begrenzt), 
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limited disease (auf den Thorax begrenzt) und extensive disease (jede Er-

krankung, die nicht mehr nur auf den Thorax begrenzt ist) (Simon, Wagner, 

& American College of Chest, 2003). 

1.2 Das kleinzellige Bronchialkarzinom 

1.2.1 Epidemiologie und Therapie 

Die kleinzelligen Bronchialkarzinome machen etwa 13% der Lungentumore 

aus (Zhang et al., 2014), gelten als besonders aggressiv und haben aufgrund 

ihrer frühen lymphogenen und hämatogenen Metastasierung eine wesentlich 

schlechtere Prognose (Byers et al., 2015, Pillai et al., 2014). Die mediane 

Überlebenszeit beträgt unbehandelt lediglich 2-4 Monate (Simon et al., 2003) 

bzw. behandelt 9-12 Monate (Bülzebruck, 1998, Wolf, 1998). Die 5-Jahres- 

Überlebensrate ist mit 3-8% die niedrigste unter allen Lungentumoren 

(Bülzebruck, 1998). Der SCLC geht aus Epithelzellen mit neuroektodermalen 

Ursprung hervor (Onganer et al., 2005). Meistens bildet sich der Tumor zent-

ral in der Lunge und umgibt die Hauptbronchien.  

Eine häufige Begleiterscheinung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms ist ein 

paraneoplastisches Syndrom (Cooper & Spiro, 2006).  

Die Therapie unterscheidet sich je nach Stadium der Erkrankung. Befindet 

sich der Patient im Stadium der limited disease, ist in seltenen Fällen eine 

operative Entfernung des Primärtumors möglich. Es folgt eine Chemothera-

pie um eventuell vorhandene Mikrometastasen zu therapieren. Auch hier ist 

eine Bestrahlung des Thorax indiziert, wenn der Tumor nicht vollständig 

entfernt werden konnte.  

Ist der Tumor bereits größer, ist die Kombinationstherapie aus Bestrahlung 

und Chemotherapie die wirkungsvollste. Ein Überlebensvorteil zeigt sich, 

wenn die Bestrahlung des Tumors und des Mediastinums parallel zur Chemo-

therapie stattfindet (Payne, Murray, & Warde, 1994), (Fried et al., 2004), 

(Stuschke & Pottgen, 2004). Erfolgt die Bestrahlung im Anschluss an die 



6 Einleitung 

Chemotherapie, so ergibt sich kein Therapievorteil, jedoch sind die Neben-

wirkungen geringer (Souhami et al., 1984, Osterlind et al., 1986, Gregor et 

al., 1997).  

Da sich häufig Metastasen im Gehirn bilden, gehört die prophylaktische 

Bestrahlung des Schädels nach der Therapie des Thorax heute zu der Stan-

dardtherapie (Zhang et al., 2014). 

In 60-70% der Fälle befinden sich die Patienten bei der Diagnosestellung 

bereits im Stadium des extensive small cell lung cancer, d. h. dass es bereits 

zu Metastasen außerhalb des Brustkorbes und den angrenzenden Lymphkno-

ten gekommen ist. Zu diesem Zeitpunkt ist eine operative Entfernung des 

Primärtumors nicht mehr möglich und die Therapie ist rein palliativ. Eine 

systemische Therapie ist kaum angezeigt. Aufgrund der hohen Proliferations-

rate ist das Bronchialkarzinom sensibel gegenüber Chemotherapeutika. Eine 

Kombination aus Cisplatin und Etoposid verabreicht in 4-6 Zyklen stellt die 

Standardtherapie dar (Christodoulou & Skarlos, 2005). Zunächst lässt sich 

der Tumor so deutlich verkleinern, verschwindet in manchen Fällen sogar 

komplett. Eine dauerhaft vollständige Heilung ist aber sehr selten, da es in 

den meisten Fällen zu einem Rezidiv kommt, welches nicht mehr sensibel 

gegenüber einer Chemotherapie ist (Hurwitza et al., 2009). 

Eine Bestrahlung des Schädels um Hirnmetastasen vorzubeugen oder diese 

möglichst früh zu therapieren, ist auch im fortgeschrittenen Stadium ange-

zeigt (Christodoulou & Skarlos, 2005). 

1.2.2 Metastasen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms 

Die meisten Patienten sterben nicht an dem Primärtumor, sondern an den 

Metastasen. Als primäres Metastasierungsorgan des kleinzelligen Bronchial-

karzinoms gilt das Gehirn, aber auch Knochenmetastasen, Metastasen in 

Leber und in der Nebennierenrinde kommen häufig vor (Valastyan & Wein-

berg, 2011, Hanahan & Weinberg, 2011).  
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Aus diesem Grund ist es von besonderem Interesse zu untersuchen, wie sich 

unterschiedliche, in der Klinik angewandte Therapien auf die Metastasierung 

auswirken. Camphausen et al. (2001) zeigten im Mausmodell, dass eine 

operative Entfernung oder die Bestrahlung des Primärtumors einen Anstieg 

der Metastasen zur Folge hat. Da mittlerweile fast jeder Tumorpatient be-

strahlt wird, stellen diese Ergebnisse die klinische Vorgehensweise infrage 

und bedürfen einer Kontrolle durch weitere Untersuchungen. 

1.3 Maus-Tumormodell 

Mäuse sind die in der medizinischen Krebsforschung am häufigsten verwen-

deten Säugetiere (Bundesministerium für Ernährung und Landwirtschaft 

(Internetquelle Nr. 4)). Sie sind gut händelbar und in größeren Mengen gut 

und relativ kostengünstig zu halten. Da Mäuse ein Immunsystem besitzen, 

das dem menschlichen ähnelt werden immunsupprimierte Tiere verwendet, 

um ein Abstoßen der organismusfremden Zellen durch das mauseigene Im-

munsystem zu verhindern. Betrachtet man all diese Argumente, sind Maus-

modelle noch immer die favorisierte Methode, um möglichst kliniknahe For-

schung zu betreiben. Natürlich sollten Tierversuche gemäß der drei R’s „re-

duction, refinement, replacement“ (Reduktion, Verfeinerung und Ersatz) auf 

ein Minimum reduziert werden und lediglich angewendet werden, wenn die 

in vitro Forschung nicht ausreicht. Da es aber gerade in der Krebsforschung 

wichtig ist, die Entwicklung auf den gesamten Organismus zu betrachten und 

nicht nur auf einzelne Organe, sind in diesem Bereich Mausmodelle häufig 

unersetzlich. Für unsere Untersuchungen wurden SCID (Severe Combined 

Immunodeficiency) Mäuse verwendet, genauer CB17/Icr-PrkdcSCID /IcrIcoCrl 

Mice. Diese tragen eine autosomal rezessive Mutation auf dem Chromosom 

16 (PrkdcSCID), welche ein Fehlen der B- und T- Lymphozyten zur Folge hat. 

Entdeckt wurde diese Mutation erstmals 1980 von Dr. M. J. Bosma in 

BALB/c-Ighb Mäusen (C.B.-17/Icr) (Bosma & Carroll, 1991), (Charles River 

(Internetquelle Nr. 5)). 
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Die Immundefizienz der SCID Mäuse manifestiert sich in mehreren Charak-

teristika, unter anderem in einer Leukopenie, Agammaglobulinämie und einer 

hohen Anfälligkeit für Infektionen. 2-10% der Jungtiere sind ‚Leaky‘, d.h. sie 

entwickeln ein paar wenige funktionsfähige Klone der B- und T- Zellen, die 

wiederum Serum IgM und IgG produzieren (weniger als 1% der nicht supp-

rimierten Tiere) (Bosma & Carroll, 1991), (Internetquelle Nr. 5). 

Andere, nicht lymphoide Blutzellen, sind weder in ihrer Anzahl noch in ihrer 

Funktion verändert. Die SCID Mäuse haben Lymphknoten und einen sehr 

kleinen Thymus. Sie sind Thy-1 Zellen defizient, was dazu führt, dass keine 

Antikörper gegen übliche Antigene gebildet werden. Die lymphatischen 

Milzzellen proliferieren nicht als Reaktion auf B- und T-Zell spezifischen 

Mitogene. 15% der Tiere entwickeln spontane Lymphome (Bosma & Carroll, 

1991), (Internetquelle Nr. 5). 

Aus den oben genannten Gründen müssen die Mäuse unter ganz speziellen 

Bedingungen gehalten werden, um Infektionen auszuschließen. Gleichzeitig 

bedingt diese Immundefizienz eine Toleranz gegenüber fremden Zellen und 

Geweben, sodass sie sich sehr gut für die Tumor- und Transplantationsfor-

schung eignen. Bei diesem Projekt handelt es sich um ein Xenograft-

Mausmodell, da humane Tumorzellen in den Maus-Organismus injiziert 

wurden. 

Die Verwendung humaner Tumorzellen ist ein weiterer Aspekt möglichst 

kliniknah zu forschen. Es gibt viele Zelllinien des kleinzelligen Bronchial-

karzinoms. Weil OH-1 und H69 Zellen besonders gut metastasieren (Sodeur, 

Ullrich, Gustke, Zangemeister-Wittke, & Schumacher, 2009), wurden diese 

beiden Zelllinien verwendet.  

Weitere Eigenschaften der OH-1 und H69 Zellen sind in Tabelle 3 aufge-

führt. 
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Tab. 3: Eigenschaften der verwendeten Zelllinien OH-1 und H69.  

  Nach Nagel (2008). 

OH-1  � gewonnen aus einem weißen, männ-

lichen Patienten, 

43 Jahre alt, vorher therapiert 

(Gazdar et al., 1980) 

  � aus dem Pleuraerguss 

� Zellen sind aneuploid 
(Gazdar et al., 1980) 

(Gazdar et al., 1980) 

  � Zellen weisen eine hohe L-Dopa 

Decarboxylase Aktivität auf 
(Carney et al., 1985) 

  � nichtadhärentes Wachstum (Griffin & Baylin, 1985) 

(Gazdar, Carney, &  
Minna, 1981) 

(Rein, Schultz, Bader, & 

Bassin, 1982) 

  � geringe c-myc-Genexpression (Gazdar, Carney, Nau, & 

Minna, 1985) 

  � keine vermehrte c-myc-DNA (Little, Nau, Carney, 

Gazdar, & Minna, 1983) 

(Nau et al., 1985) 

  � kein phänotypischer Effekt durch v-

Ha-ras-Expression 
(Mabry et al., 1988) 

  � Enzymmarker L-Dopa Decarboxyla-

se  
(Luk, Goodwin, Marton, 

& Baylin, 1981) 

  � erhöhte L-Dopa Decarboxylase 

Spiegel 
(Gazdar et al., 1980) 

  � Difluoromethylornithin inhibiert 

Zellwachstum 
(Luk et al., 1981) 

  � reduzierte Expression von Lamin A 

und C 
(Kaufmann, Mabry, Jasti, 

& Shaper, 1991) 

  � weist lediglich einen Adhäsionsre-

zeptor für Thrombospondin-1 auf 
(Guo et al., 2000) 
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H69  � gewonnen aus einem weißen, männ-

lichen Patienten, 56 Jahre, vorher 

therapiert 

(Gazdar et al., 1980) 

  � aus dem Pleuraerguss (Gazdar et al., 1980) 

  � Zellen wachsen als Aggregate ATCC 

  � Zellen sind aneuploid (Gazdar et al., 1980) 

  � Zellen exprimieren epitheliales Gly-

koprotein 2 
(Jojovic, Adam, Zan-

gemeister-Wittke, & 

Schumacher, 1998) 

  � Zellen exprimieren alpha 7 nicotiner-

gen Acetylcholin- Rezeptor 
(Plummer, Dhar, & 

Schuller, 2005) 

  � hohe Bcl-2 – Expression (Zangemeister-Wittke, 

Schenker, Luedke, & 

Stahel, 1998) 

  � erhöhte Expression von c-myc, raf, 

ras 
(Gazdar & Minna, 

1996) 

  � erhöhte Expression von Recoverin in 

Anwesenheit von Butyrat 
(Bazhin et al., 2004) 

 

In dieser Arbeit wurden humane Tumorzellen in immundefiziente Mäuse 

injiziert. Nach Anwachsen eines Primärtumors kommt es zu spontaner Me-

tastasierung im Tier. Diese wurden im Rahmen des Projekts näher untersucht. 

1.4 Fragestellungen 

In der vorliegenden Doktorarbeit sollte die Fragestellung bearbeitet werden, 

welchen Einfluss die Bestrahlung, die Chemotherapie und die Kombinations-

therapie aus diesen beiden, auf die Metastasierung des SCLCs hat. Verringert 

sich die Anzahl der CTCs und DTCs nach einer lokalen Bestrahlung des 

Primärtumors? Oder erhöht sie sich? Wie wirkt sich die Chemotherapie auf 

die Anzahl der Metastasen aus? Kann durch eine Kombinationstherapie aus 

Bestrahlung und Chemotherapie ein besseres Ergebnis erzielt werden? Wel-

che Therapieform eignet sich am besten, um sowohl den Primärtumor unter 

Kontrolle zu halten bzw. zu zerstören, als auch die Anzahl der Metastasen zu 
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minimieren? Das Interesse und die große Relevanz all diese Fragen zu be-

antworten waren Anlass die Versuche durchzuführen und die Anzahl der 

CTCs und DTCs in verschiedenen Geweben mittels Alu-PCR quantitativ zu 

ermitteln. Gleichzeitig erhoffe ich mir die Hypothese, dass die Bestrahlung 

des Primärtumors zu einem Anstieg der Metastasen führt, durch meine Un-

tersuchungen widerlegen zu können. 

Ein weiteres Anliegen in dieser Arbeit war es, auf histologischer Ebene zu 

untersuchen, wie sich die Bestrahlung auf den Primärtumor auswirkt. Wie ist 

das morphologische Bild? Welche Zellen überwiegen? Wie wirkt sich die 

Bestrahlung auf die Ausbildung neuer Gefäße und die Proliferation der Zel-

len in den Tumoren aus? Wird durch die Bestrahlung eine Entzündungsreak-

tion ausgelöst? Welche Entzündungszellen findet man vermehrt in Tumoren, 

die bestrahlt wurden? Reagiert jeder Tumor gleichermaßen auf die Bestrah-

lung? Dafür wurden verschiedene immunhistochemische Untersuchungen 

durchgeführt und ausgewertet. 
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2 Tiere, Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

100 E/ml Penicillin Gibco, Waltham, USA 

100 µg/ ml Streptomycin Gibco, Waltham, USA 

ABC-AP Vector Labs, Burlingame, USA 

Antikörper-Diluent Medac, Wedel, Deutschland 

Dulbecco’s PBS (DPBS, ohne CaCl2 

und MgCl2  

Gibco, Detroit, USA 

Eosin Merck, Darmstadt, Deutschland 

Eukitt Kindler, Freiburg, Deutschland 

Ethanol pro Analysi Merck, Darmstadt, Deutschland 

Fötales Kälberserum Gibco, Detroit, USA 

Formaldehyd 37% Merck, Darmstadt, Deutschland 

Hämalaun Merck, Darmstadt, Deutschland 

Matrigel BD biosciences, San Jose, USA 

Methylenbutan Sigma, München, Deutschland 

Natriumchlorid (NaCl) Merck, Darmstadt, Deutschland 

Natriumchlorid (Lösung) Braun, Melsingen, Deutschland 

O.C.T. Medium Sakuran Tissue-Tek, Staufen, Deutsch-

land 

Paraffin McCormick, St. Louis, USA 

Permanent Red Dako, Hamburg, Deutschland 

Propanol Theodor Geyer, Berlin, Deutschland 

RPMI-1640 Medium (+ L-Glutamin) Gibco, Waltham, USA 

Salzsäure (HCl) 2N Merck, Darmstadt, Deutschland 

Schiffs Reagenz Merck, Darmstadt, Deutschland 
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Succrose Merck, Darmstadt, Deutschland 

Trizma Base Sigma, München, Deutschland 

Trizol Qiagen, Hilden, Deutschland 

Xylol DiaTec, Hallstadt, Deutschland 

2.1.2 Lösungen und Puffer 

Formalin 4% 5 Teile 0,2 M Phosphatpuffer, 4Teile 

aqua dest. und 1 Teil Formaldehyd 37% 

Lektinpuffer 30,29 g Trizma Base, 43,54 g NaCl, 

100ml HCl 2N, 1,016 g MgCl2 und 0,555 

g CaCl2 ad 5l aqua dest., pH 7,6 

Paraformaldehyd 4g Paraformaldehyd, 30ml aqua dest., 

50ml 0,2 M Phosphatpuffer, 1 N NaOH 

ad 100ml aqua dest. 

0,2 M Phosphatpuffer 28,42 g Na2HPO4 x 2 H2O und 2,76 g 

Na2HPO4 x H2O ad 1l aqua dest., pH 7,2-

7,4  

Tris Buffered Saline (TBS) 30,29 g Trizma Base, 43,54 g NaCl und 

100ml HCl 2N ad 5l aqua dest., pH 7,6 

Tris Buffered Saline (TBS) + Tween 

20 

30,29 g Trizma Base, 43,54 g NaCl und 

100ml HCl 2N ad 5l aqua dest., pH 7,6 + 

1ml Tween 20 

Zell-Kulturmedium 10% Fötales Kälberserum und 1% Peni-

cillin/Streptomycin in 500ml RPMI-1640 

2.1.3 Verbrauchsmaterial 

Cryoröhrchen (1ml) Nunc, Schwerte, Deutschland 

Eppendorfröhrchen (0,5ml, 1,5ml, 

2ml, 5ml) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

EDTA-Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Einbettungskassetten Engelbrecht, Edermünde, Deutschland 

Einmalpipetten (2ml, 5ml, 10ml, Falcon, Lincoln Park, USA 
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25ml) 

7ml Röhrchen Dunn Labortechnik, Asbach, Deutschland 

30ml Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen, 

Deutschland 

50ml Röhrchen Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Deckgläser Menzel, Braunschweig, Deutschland 

Kanülen BD biosciences, San Jose, USA 

Küvetten Sakura Tissue-Tek, Staufen, Deutschland 

Objektträger und Histobond Marienfeld, Lauda- Königshofen, 

Deutschland 

Pinzette Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland 

Pipettenspitzen (10µl, 200µl, 1000µl, 

5000µl) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Schere Aeskulap, Tuttlingen, Deutschland  

Skalpell Bayha, Tuttlingen, Deutschland 

Spritzen (2ml) Braun, Melsingen, Deutschland 

Wägeschalen Roth, Karlsruhe, Deutschland 

96-Well Platten (Alu-PCR) Roche, Rotkreuz, Schweiz 

96-Well Mikrotiterplatte Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellkulturflaschen (25 cm2, 75cm2, 

175cm2) 

Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

2.1.4 Kits 

Alu-PCR Kit Roche, Rotkreuz, Schweiz 

K5005 Kit Dako, Hamburg, Deutschland 

QIAamp Blood MiniKit Qiagen, Hilden, Deutschland 

QiAamp Minikit Qiagen, Hilden, Deutschland 
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2.1.5 Medikamente 

Cisplatin Accord, North Harrow, UK 

Ketamin WDT, Garbsen, Deutschland 

Rompun WDT, Garbsen, Deutschland 

2.1.6 Lektine, Antikörper und Kontrollen von Antikörpern 

CD 11b, monoklonal, Kaninchen anti 

human/Maus 

abcam, ab 133357, Cambridge, UK 

CD45, monoklonal, Ratte anti Maus BD biosciences, San Jose, USA 

Ki67, monoklonal  Dako, M7240, MIB-1, Hamburg, 

Deutschland 

Ziege anti Maus, polyklonal Dako, E0433, Hamburg, Deutschland 

Lektin BSA-1 Sigma, L3759, München, Deutschland 

Maus IgG1 Dako, X0931, Hamburg, Deutschland 

NCAM, monoklonal, Maus anti human Leica, NCL-CD56-1B6, Wetzler, 

Deutschland 

Schwein anti Kaninchen Dako, E0353, Hamburg, Deutschland 

Kaninchen neg. Kontrolle Dako, X0903, Hamburg, Deutschland 

Ratte IgG2b Biolegend, RTK4530, San Diego, USA 

Kaninchen anti Ratte Jackson immuno research, 312-065-048, 

West Grove, USA 

Kaninchen mono IgG, monoklonal Abcam, ab 125938, Cambridge, UK 

S1P1, polyklonal, Kaninchen anti 

human 

Santa Cruz, sc 25489, Texas, USA 
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2.1.7 Geräte 

Absaugpumpe Ditabis HLC, Pforzheim, Deutschland 

Analysenwaage ALS 120-4 Kern, Balingen-Frommern, Deutschland 

Bestrahlungsröhre Rich. Seifert & Co. GmbH & Co. KG, 

Ahrensburg, Deutschland 

Einbettautomat Leica, Wetzler, Deutschland 

Finnpipetten (0,5-10µl, 5-40µl, 40-

200µl, 200-1000µl) 

Thermo, Waltham, USA 

HE Automat Thermo, Waltham, USA 

Heracell Wärmeschrank Heraeus, Hanau, Deutschland 

Laborfuge A Heraeus, Hanau, Deutschland 

Light Cycler 480 Roche, Rotkreuz, Schweiz 

Mikroskop Axiovert 40C Zeiss, Jena, Deutschland 

Mikroskop Olympus BX50 Olympus, Tokio, Japan 

Mikrotom Thermo, Waltham, USA 

Mirax Midi Zeiss, Jena, Deutschland 

NanoDrop Peqlab, Erlangen, Deutschland 

pH-Meter Mettler Toledo, Gießen, Deutschland 

Pipetus Akku Hirschmann Laborgeräte, Eberstadt, 

Deutschland 

Pipetten Reasearch Plus (10µl, 20µl, 

200µl, 1000µl) 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Steamer Noratel, Grafenau, Deutschland 

Sterilwerkbank SterilGARD The Baker Company, Sanford, USA 

Thermoblock Ditabis HLC, Pforzheim, Deutschland 

Tissue Lyser Qiagen, Hilden, Deutschland 

Universal 32R Zentrifuge Hettich Zentrifugen, Tuttlin-

gen,Deutschland 

Wärmeplatte Medax, Neumünster, Deutschland 

Wasserbad Medax, Neumünster, Deutschland 
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2.1.8 Oligonukleotide 

Alu Primer forward 

TGG CTC ACG CCT GTA ATC 

CCA 

MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutsch-

land 

Alu Primer reverse 

GCC ACT ACG CCC GGC TAA 

TTT 

MWG-Biotech AG, Ebersberg, Deutsch-

land 

 

2.2 Methoden 

2.2.1 Humane kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinien OH-1 und 
H69 

2.2.1.1 Zelllinien 

Für die Analysen wurden die humanen kleinzelligen Bronchialkarzinomzell-

linien OH-1 und H69 verwendet, die uns von Herrn Prof. Dr. Uwe Zangen-

meister-Wittke (Universität Bern, Institut für Pharmakologie) in dankenswer-

ter Weise zur Verfügung gestellt wurden. Bei diesen Zellen handelte es sich 

um Suspensionszelllinien.  

2.2.1.2 Kultivierung der Zelllinien 

Die Zellen wurden in T 75 oder T 175 Flaschen in RPMI Medium (RPMI 

1640 von Gibco + 10% FKS + Penicillin- Streptomycin 1%) kultiviert und 

bei 37 ° C, 5% CO2 Gehalt und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100% 

inkubiert. Einmal in der Woche wurden die Zellen passagiert. Hierzu wurde 

die gesamte Zellsuspension in ein 30 ml Röhrchen überführt und 10 Minuten 

bei 1500 rpm zentrifugiert. Anschließend wurde der Überstand abgenommen 

und das Zellpellet in 10 ml frischem Zellkulturmedium resuspendiert. 1 ml 

dieser Suspension wurde in jeweils eine neue T75 Flasche mit 15 ml Medium 

überführt. Um die Zellen zu expandieren wurden jeweils 5 ml der Zellsus-
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pension in eine neue T175 Flasche überführt und diese mit 25 ml Medium 

aufgefüllt. 

2.2.1.3 Mykoplasmentest  

Die Zelllinien wurden zunächst durch DNA-Präparation mit dem QIAamp 

Blood MiniKit (QIAGEN Nr. 51106) und PCR auf Mykoplasmen getestet. 

Mykoplasmen-positive Tumorzellen weisen veränderte Wachstumseigen-

schaften auf und können somit Versuche beeinflussen, sodass mykoplasmen-

positive Chargen verworfen wurden. 

2.2.1.4 Zellzahlbestimmung 

Die Bronchialkarzinomzelllinien OH-1 und H69 wurden mit einer definierten 

Zellzahl (1.000.000 Zellen / 200µl RPMI Medium) subkutan in die rechte 

Flanke der Versuchstiere injiziert. Zur Bestimmung der Zellzahl wurde die 

Zellsuspension in ein 30 ml Röhrchen überführt und dieses 10 Minuten bei 

1500 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 

1 ml RPMI Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde in 4 ml zu-

satzfreiem Medium resuspendiert. Aus dieser Suspension wurde eine 1:10 

Verdünnung mit phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) angesetzt. Die Zell-

zahlbestimmung erfolgte mit der Neubauer- Zählkammer.  

2.2.1.5 Injektion der Tumorzellen OH-1 und H69 

Für die Injektion der Tumorzellen wurden die Versuchstiere mit einem 

CO2/O2 Gemisch narkotisiert. Hierfür wurde jedes Tier einzeln in eine luft-

dichte Box gesetzt, in die das Gasgemisch einströmte. Um die Maus mög-

lichst schnell zu narkotisieren, wurde ein Mischverhältnis von 80% CO2 /20% 

O2 gewählt. 

Es wurden jeweils 106 Zellen subkutan in die rechte Flanke der Mäuse inji-

ziert. Das verabreichte Volumen pro Tier betrug 200 µl. Zur Optimierung des 

Anwachsens wurden die OH-1 Zellen mit Matrigel versehen, d.h. 106 Zellen 

wurden in 100 µl Medium und 100 µl Matrigel suspendiert. Um das Ausflo-
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cken des Matrigels zu verhindern, wurden sowohl die Zellen als auch die 

Spritzen bis zur Injektion bei 4° C gelagert.  

2.2.2 Maus Tumormodell 

2.2.2.1 Versuchstiere 

Für die Experimente wurden 154 immundefiziente SCID-Mäuse (CB17/Icr-

Prkdcscid/IcrIcoCrl aus den Charles River Laboratories International Inc., 251 

Ballardvale Street, Wilmington, MA 01887, USA) verwendet. Das Verhältnis 

zwischen Männchen und Weibchen war ausgeglichen, die Tiere waren zu 

Versuchsbeginn zwischen 8 und 12 Wochen alt. 

2.2.2.2 Tierhaltung 

Die Tierversuche wurden unter der Nummer G14/13 von der Behörde für 

Gesundheit und Verbraucherschutz der Freie- und Hansestadt Hamburg ge-

nehmigt. 

Die Haltung der Versuchstiere erfolgte in Filter-Top-Käfigen (max. 5 Tiere 

pro Käfig) in der Tierhaltung, Campus Forschung des Universitätsklinikums 

Hamburg-Eppendorf. Die Tiere wurden unter Standardbedingungen, d.h. bei 

20° C ± 1° C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50%, bei einem 12 Std 

zirkadianen Rhythmus gehalten. 

Einmal wöchentlich wurden die Mäuse in einen frischen Käfig umgesetzt, 

das sterile Wasser und das Standard Einstreufutter, welches den Tieren ad 

libitum zur Verfügung stand, wurde täglich kontrolliert und ggf. aufgefüllt. 

Zur Identifizierung der einzelnen Tiere innerhalb eines Käfigs wurden diese 

durch Picrinsäure an Kopf, Hals, Rumpf, Schwanz und linker Flanke mar-

kiert. 

2.2.2.3 Tiervisiten 

Die Tiere, denen Tumorzellen injiziert wurden, wurden einmal wöchentlich 

visitiert. Bei der Visite wurden das Gewicht, das Verhalten, das Fell, die 
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Bewegungen, die Körperöffnungen und die Atmung der Tiere untersucht. 

Des Weiteren wurde der Primärtumor palpiert und seine Größe anhand eines 

Modells mit unterschiedlich großen (1 - 12 mm im Durchschnitt) Metallku-

geln ähnlich dem Prader Orchidometer, bestimmt. In einer speziell für das 

Experiment entwickelten Datenbank (Frenzel et. al, 2014), wurden die kör-

perlichen Konditionen der Tiere protokolliert. Eine Verschlechterung des 

Allgemeinbefindens wurde anhand eines Scoringsystems unmittelbar ange-

zeigt (s. Anhang) und es konnte durch Substitution spezieller Zusatznahrung 

(LABGEL BANANA, ClearH2O) oder Euthanasie des Tieres eingegriffen 

werden. 

2.2.3 Gruppeneinteilung 

2.2.3.1 Humane kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie OH-1 

Die mit der Zelllinie OH-1 injizierten Mäuse wurden in 2 Untergruppen mit 

jeweils 25 Individuen und eine Untergruppe mit 29 Tieren eingeteilt. Es war 

zeitlich nicht möglich, mehr als 10 Tiere an einem Tag zu bestrahlen. Allen 

Tieren einer Untergruppe wurden die Tumorzellen an demselben Tag appli-

ziert. 

Nachdem ein palpierbarer Tumorknoten angewachsen war, wurden die 25 

Mäuse in 5 Versuchsarme eingeteilt (5 x Anfangskontrolle (K), 5 x Radiothe-

rapie (RT), 5 x Chemotherapie (ChT), 5 x Radio- und Chemotherapie 

(RChT) und 5 x Endkontrolle (E)). Die Tiere (m/w) mit unterschiedlich gro-

ßem Tumor (nicht alle Tumore wuchsen gleich schnell) wurden in die oben 

genannten Gruppen verteilt. 

2.2.3.2 Humane kleinzellige Bronchialkarzinomzelllinie H69 

Die mit der Bronchialkarzinomzelllinie H69 injizierten Mäuse, wurden in 3 

Untergruppen mit je 25 Tieren eingeteilt. Die Applikation der Zellen erfolgte 

innerhalb einer Untergruppe an demselben Tag. Nach Anwachsen eines loka-

len Tumorknotens wurden die Tiere in die 5 Versuchsarme eingeteilt. Da die 

Tumorzellen nicht gleichmäßig anwuchsen, mussten bei den H69 Tieren 
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mehrere Kleingruppen (unterschiedlicher Größe) therapiert werden. Die 

größten Tumore wären sonst ulzeriert, bevor alle Tiere einer Untergruppe 

einen palpierbaren Tumor entwickelten. 

2.2.4 Therapie  

Die Therapie erfolgte in einem speziellen Strahlenschutzraum auf dem Ge-

lände des Universitätsklinikum Hamburg-Eppendorf. Die Tiere wurden aus 

der Tierhaltung im Campus Forschung in das Gebäude gebracht und dort in 

einen frischen Filter-Top Käfig gesetzt. Steriles Wasser und das Standardfut-

ter standen den Tieren ad libitum zur Verfügung. Auch der Tag-Nacht 

Rhythmus wurde eingehalten. Zusätzlich bekamen sie ein spezielles, hochka-

lorisches Futter (LABGEL BANANA, ClearH2O), um einen zu großen Ge-

wichtsverlust bedingt durch die Belastung der Therapie zu vermeiden. 

Ab Therapiestart (= Tag 1) wurden alle Tiere täglich visitiert und anhand des 

Gewichtes, der palpierten Tumorgröße und des Allgemeinbefindens über-

wacht. Hatte ein Tier einen zu hohen Belastungsscore (>20, s. Anhang), wur-

de es aus dem Versuch genommen. 

Im Folgenden werden die Kriterien der 5 Versuchsarme aufgelistet: 

K: Die Tiere in dieser Gruppe bekamen keine Therapie und wurden einen 

Tag nachdem die  Tiere aus RT,  RChT, ChT die Therapie begannen (Tag 2) 

getötet. Die Anzahl der Metastasen wurden quantitativ durch ALU-PCR 

ermittelt. 

RT: Um eine Bestrahlung durchzuführen, die möglichst nah an der Therapie 

des Menschen mit kleinzelligen Bronchialkarzinomen ist, wurden die Tiere 

mit einer speziell für Kleintiere adaptierten Röntgenröhre (200 kV, 20 mA, 1 

Gy/ min) mit einer täglichen Dosis von 10 Gy bestrahlt. Diese Therapie er-

folgte an 5 aufeinanderfolgenden Tagen (Tag 1-5), sodass sich eine Gesamt-

dosis von 50 Gy ergab. Die Röntgenröhre und ihre Dosimetrie ist in einer 

Arbeit von Frenzel et al., (2014) näher beschrieben. 
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Zur Bestrahlung des Primärtumors wurde ein Kollimeter verwendet, das die 

Strahlung auf ein tumorumschließendes Feld begrenzte. In den meisten Fäl-

len reichte ein 1 cm2 großes Feld aus. Bei besonders großen Tumorknoten 

musste das Feld auf 2 x 1 cm oder 2 x 2 cm erweitert werden. 

Die Tiere wurden für die Zeit der Therapie (je nach Größe des Bestrahlungs-

feldes) in eine Inhalationsnarkose mit Isufluran gelegt. Die Mäuse wurden 

mit einem Pulsoximeter und über Kameras im Raum überwacht. 

ChT: Die intraperitoneale Applikation des Chemotherapeutikums Cisplatin 

(6mg/kg) erfolgte in einer Inhalationsnarkose mit Isoflouran an Tag 1 der 

Strahlenbehandlung. 

RChT: In diesem Versuchsarm erfolgte die Cisplatinapplikation (6mg/kg) 

unmittelbar nach der ersten Bestrahlung. 

E: Die 5 Mäuse in dieser Therapiegruppe erhielten keine Therapie. 

Alle Tiere wurden an Tag 15 nach Therapiebeginn (Tag 1 = Tag des Thera-

piestarts) getötet, um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 

2.2.5 Probenanalyse 

2.2.5.1 Sektion, Probengewinnung und -aufarbeitung 

Wie bereits in Punkt 2.2.4. beschrieben, wurden alle Tiere an Tag 15 nach 

Therapiebeginn getötet. Ausnahmen bildeten die Mäuse aus der Anfangskon-

trollgruppe. Diese wurden bereits an Tag 2 getötet. 

Die Tiere wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit Rompun (2%) / 

Ketamin (100 mg/ml) in Narkose gelegt. Anschließend wurde eine terminale 

intracardiale Blutentnahme durchgeführt und das gewonnene Blut in einem 

EDTA-Röhrchen aufgefangen und über Nacht bei 4° C aufbewahrt. Nach 

Öffnung des Brustkorbes wurden der rechte und der linke Lungenflügel ent-

nommen und getrennt voneinander gewogen. Der rechte Lungenlappen wur-

de 1 Stunde in 3,7% Formalin fixiert, anschließend in PBS Puffer überführt 

und bei 4° C über Nacht gelagert.  
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Der linke Lungenlappen wurde direkt in flüssigem Stickstoff eingefroren und 

bei -80° C gelagert. 

Im weiteren Schritt wurde die Bauchhöhle geöffnet und die Leber entnom-

men. Diese wurde einmal im Ganzen gewogen, der größte Lappen wurde 

anschließend gedrittelt und jedes Drittel noch einmal einzeln gewogen. Ein 

Teil wurde in flüssigen Stickstoff überführt, die anderen beiden Leberlappen-

teile wurden 1 Stunde in Formalin fixiert. Nach 60 Minuten wurde ein Teil 

der Leber für eine Stunde in 70%iges Propanol transferiert. Nach einer weite-

ren Stunde wurde das 70%ige Propanol durch 90%iges ausgetauscht. Darin 

verblieb die Probe über Nacht bei 4° C. Das in Formalin verbliebene Drittel 

lagerte über Nacht im Kühlraum. 

Die linke hintere Gliedmaße wurde exartikuliert. Der Femur und die Tibia 

wurden präpariert und die Markhöhle mit 0,9 % NaCL gespült. Das Kno-

chenmark wurde in einem Eppendorfröhrchen aufgefangen. 

Zur Entnahme des Gehirns wurde das Cranium mit einer chirurgischen Sche-

re von rostral über temporal nach okzipital gespalten. Das gesamte Hirn 

konnte so entnommen und sagittal halbiert werden. Beide Teile wurden ein-

zeln gewogen. Die rechte Hemisphäre wurde in flüssigen Stickstoff über-

führt. Die linke Hemisphäre wurde über Nacht bei 4° C in 4%igem Formalin 

fixiert. 

Im letzten Schritt wurde der Primärtumor in der rechten Flanke präpariert und 

gewogen. Der Knoten wurde geviertelt: ¾ wurden in Formalin fixiert, wovon 

¼ nach einer Stunde in 70%iges und nach weiteren 60 Minuten in 90%iges 

Propanol überführt wurde, ¼ kam nach 60 Minuten in Succrose (30%), ¼ 

wurde über Nacht in Formalin fixiert. Das letzte Viertel wurde in ein mit 

Trizol gefülltes Röhrchen überführt und bei -80° C eingefroren. 

Die Proben wurden am darauf folgenden Tag in Paraffin eingebettet. Blut 

und Knochenmark wurden bei 4° C aufbewahrt und für die DNA-Isolierung 

verwendet (s. 2.2.5.2.) 
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2.2.5.2 DNA Extraktion  

Blut und Knochenmark 

Die DNA-Isolierung aus Blut und Knochenmark erfolgte mit dem QIAamp 

Blood MiniKit (QIAGEN Nr. 51106). Die Aufarbeitung erfolgte gemäß den 

Angaben des Herstellerprotokolls. Das Blut und die Knochenmarks-

Zellsuspension (PBS) wurden mit 200 µl AL-Puffer und 20 µl Protease K 

aufgefüllt. Nach guter Durchmischung wurde das Eppendorfröhrchen für 10 

Minuten bei 56° C in den Thermoblock gestellt. Nach Zugabe von 200 µl 

96%-100%iges Ethanol wurde das Eppendorfröhrchen erneut per vortex 

gemischt und kurz zentrifugiert. Die Probe (ca. 650 µl) wurde nun auf eine 

Säule mit einem Sammelröhrchen (Spin Column) transferriert und dieses bei 

8000 rpm für 1 Minute zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und die 

Säule in ein neues Sammelgefäß gesetzt. Anschließend wurden 500 µl AW1 

Puffer dazugegeben und erneut für 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. 

Wieder wurde das Eluat verworfen, die Säule in ein neues Sammelgefäß 

gesetzt und 500 µl AW2 Puffer hinzugegeben. Das Gemisch wurde bei 

13.000 rpm für 4 Minuten zentrifugiert. Die Säule wurde anschließend in ein 

Eppendorfröhrchen gesetzt. Zuletzt wurden 200 µl vorgewärmter AE Puffer 

hinzugefügt. Nach Inkubation (5 min bei Raumtemperatur), wurden die Pro-

ben erneut für 1 Minute bei 8000 rpm zentrifugiert und die DNA in AE Puf-

fer eluiert.  

Gewebeprozessierung 

Die Extraktion der DNA aus Lunge, Leber und Gehirn erfolgte mit dem 

QiAamp Minikit (QIAGEN Nr. 51306) und wurde gemäß des Herstellerpro-

tokolls durchgeführt. 

Das Gewebe wurde mit 150 ml TBS Puffer verdünnt. Die Homogenisierung 

des Gewebes erfolgte im Tissue Cycler. 

Zu 100 µl Lunge bzw. 40 µl Leber und Gehirn verdünnt mit 60 µl PBS wur-

den 180 µl ATL Puffer und 20 µl Protease zugegeben. Die Proben wurden 
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kurz durchmischt und zentrifugiert, bevor sie 1 Stunde bei 56° C im vorge-

heizten Thermoblock inkubiert wurden. Nach Zugabe von 200 µl AL-Puffer 

wurden die Proben weitere 10 Minuten bei 70° C inkubiert. Danach wurden 

210 µl 96%-100% Ethanol hinzugegeben, die Proben erneut gemischt und 

zentrifugiert und dann auf eine Säule (Spin Column) pipettiert. Es folgte ein 

Zentrifugationsschritt bei 8000 rpm für 1 Minute. Die Säulen wurden in neue 

Sammelgefäße gesetzt und nach Zugabe von 500 µl des ersten Waschpuffer 1 

Minute bei 8000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde verworfen und nach 

Zugabe von 500 µl des Waschpuffer 2 wurden die Proben 4 Minuten bei 

13.000 rpm zentrifugiert. Die Säulen wurden jetzt in 2 ml Eppendorfröhrchen 

gesetzt, 100 µl vorgewärmter AE Puffer dazu gegeben und dieses für 5 Minu-

ten bei Raumtemperatur inkubiert. Durch erneutes Zentrifugieren bei 8000 

rpm für 1 Minute wurde die DNA aus den Säulen gelöst. 

2.2.5.3 Einstellen der DNA Konzentration 

Für die Alu-PCR (2.2.5.4) wurde die DNA Konzentration der Gewebeproben 

auf 30 ng/µl eingestellt, um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten. Die DNA 

Konzentration in den Blutproben betrug 10 ng/µl. 

Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt und daraus der Mittelwert 

gebildet. Um die gewünschte Konzentration zu erreichen wurden die Proben 

mit AE Puffer verdünnt.  

2.2.5.4 Alu-PCR 

Die Quantifizierung der humanen DNA in den Proben wurde durch eine Alu-

PCR ermöglicht. Für die Detektion der humanen DNA wurde der Fluores-

zenzfarbstoff SYBR®Green verwendet, der unspezifisch in die dsDNA inter-

kaliert. Der DNA-Farbstoff-Komplex absorbiert blaues Licht bei einer Wel-

lenlänge von 488 nm und emittiert grünes Licht bei einer Wellenlänge von 

522 nm. Im ersten Schritt der PCR wird die doppelsträngige DNA in zwei 

Einzelstränge gespalten. Das Primerpaar kann nun spezifisch an die zu ampli-

fizierende Sequenz binden, woraufhin die Elongation der Tochterstränge 
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erfolgt. Im Amplifikationsschritt wird die DNA in jedem Zyklus verdoppelt, 

was einen Anstieg der SYBR®Green Intensität zur Folge hat. Am Ende eines 

jeden Zyklus wird die Emission des SYBR®Green gemessen. Ab einer ge-

wissen Intensität tritt die spezifische Fluoreszenz signifikant aus der Hinter-

grundfluoreszenz hervor. Dieser Punkt wird als Crossing point (cp-Wert) 

bezeichnet. Die cp-Werte der Proben werden mit den cp-Werten der Stan-

dardreihe verglichen und entsprechend eingeordnet, sodass auf die absolute 

humane Zellzahl in der Probe geschlossen werden kann. 

Es wurde eine Standardreihe gemessen, deren Zellkonzentration bekannt ist. 

Hierfür wurde eine Verdünnungsreihe aus muriner DNA (Hintergrund (ohne 

Tumorzellen)) und den jeweiligen humanen Zelllinien (OH-1 oder H69) 

angefertigt. Dazu wurden 12,5 µl Zellen in 50 µl Background pipettiert und 

anschließend durchmischt. Aus dieser Lösung wurden 2 µl entnommen und 

in 18 µl Background suspendiert. Es wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe 

angefertigt (10- 106 ). Als Negativkontrolle diente 20 µl reiner Hintergrund 

ohne Tumorzellen. 

Der Mastermix, der zu den Proben gegeben wurde, beinhaltete die Primer 

und das Light Cycler Mastermix mit dem SYBR®Green. 

2.2.5.5 Mastermix-Ansatz 

� 0,2 µl Primer forward (100pmol/µl) 

� 0,2 µl Primer reverse (100pmol/µl) 

� 5 µl LCMM (Light Cycler Mastermix) 

� 2,6 µl aqua dest. 

Für die Quantifizierung der Alu-Sequenz wurde eine 96 Lochplatte verwen-

det. Es wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Pro Napf hatten wir eine 

DNA Konzentration von 10 µg (Blut) bzw. 30 µg (Gewebe). 

Die PCR wurde in einem Light Cycler 480 (Roche) durchgeführt. 
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Tab. 4: Das Programm des Light Cycler 480 für die Alu-PCR 

  Tempera-
tur 

Zeit °C/s Anzahl 
der 

Zyklen 

Präinkuba-

tion 

 95°C 00:05:00 4,4 1 

Amplifika-

tion 

Denaturierung 95°C 00:00:10 4,4 40 

 Annealing 67°C 00:00:10 2,2  

 Extension 72°C 00:00:10 4,4  

Schmelz-

kurve 

Denaturierung 95°C 00:00:05  1 

 Annealing 65°C 00:01:00   

 Schmelztemperatur 97°C 00:00:00   

Kühlung  40°C 00:00:30 2,2 1 

 

2.2.5.6 Histologie und Immunhistochemie der Primärtumoren 

Um einen Überblick über die Morphologie der unterschiedlich therapierten 

Tumore zu bekommen und für den spezifischen Nachweis von Antigenen im 

jeweiligen Primärtumor der verschieden Behandlungsgruppen wurden ver-

schiedene Färbungen und immunhistochemische Markierungen durchgeführt. 

Der Primärantikörper bindet spezifisch an das Epitop des entsprechenden 

Antigens. Zur Detektion der Bindung wird ein biotinylierter Sekundäranti-

körper verwendet, der an den Antigen-Antikörper Komplex bindet. Als Nega-

tivkontrolle diente eine Isotypenkontrolle, die nicht an dem Antigen bindet. 
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Tab. 5: Übersicht über die verwendeten Antikörper/ Lektine 

Primärantikörper und Lektine Markierte Zellen 

BSA-I Dendritische Zellen 

CD11b Makrophagen und natürliche Killerzellen 

CD45 Leukozyten 

Ki67 Sich teilende Zellen (S1 bis M-phase) 

NCAM Neuronales Zelladhäsionsmolekül auf 

OH-1 und H69 Zellen 

S1P1-Rezeptor Endothelzellen 

 

Schnitte 

Die immunhistochemischen Untersuchungen wurden an 4 µm dünnen Paraf-

finschnitten vorgenommen. Dafür wurde der Paraffinblock in ein Mikrotom 

eingespannt, die Schnittdicke eingestellt und soweit angeschnitten bis der 

gesamte Tumor im Querschnitt angeschnitten war. Dann wurden die Schnitte 

aufgefangen, auf einen Objektträger aufgebracht und getrocknet (37° C über 

Nacht im Brutschrank). Vor Beginn der Färbungen wurden die Schnitte 2 x 5 

min in Xylol entparaffiniert, anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe 

je 2 x in Isopropanol (3 und 5 min), je 1 x in 96% Ethanol (5 min), 70% 

Ethanol (5 min) und 50% Ethanol (5 min), sowie 2 min in aqua dest. rehy-

driert. Dieser Vorgang fand automatisiert statt. 

Klassische Histologie 

a) HE-Färbung 

Die Hämatoxylin-Eosin Färbung erfolgte automatisiert in einem Färbe-

automaten der Firma Thermo. Die ersten Schritte waren identisch denen 

der Entparaffinierung. Die Schnitte verblieben dann 2 x 2 min in aqua 

dest., dann folgte die Färbung mit Hämalaun für 3 min, gefolgt von 2 

min in aqua dest und 3 min in H2O, dann 3 min Färbung mit Eosin, 30 
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sek aqua dest., 15 sek 70% Ethanol, 2 x 30 sek 96% Ethanol, 2 x 5 min 

100% Ethanol und 3 x 5 min Xylol. 

b) Feulgen-Färbung 

Mit der histochemischen Färbung nach Feulgen und Rosebeck wird die 

DNA in den Zellkernen sichtbar gemacht. Es handelt sich hierbei um 

eine direkte Farbreaktion, bei der die Desoxyribose mit fuchsinschwef-

liger Säure (Schiffs Reagenz) angefärbt wird, wodurch ein selektiver 

Nachweis der DNA möglich ist. 

Nach der Entparaffinierung der Schnitte und kurzem (2 - 3 min) Spülen 

mit aqua dest., folgte die Hydrolyse der Ribose-Purin- Bindungen in der 

DNA zu Zucker-und Aldehydresten durch Salzsäure. Dazu wurden die 

Präparate 1 min in 4° C kalte, 1 molare HCL gestellt, dann für 4 min in 

auf 60° C erhitzte HCl ins Wasserbad und anschließend erneut in kalte 

Salzsäure. Nach kurzem Spülen mit aqua dest. folgte die Färbung mit 

dem Schiffs Reagenz. Die Schnitte wurden dazu 30 min in einem dunk-

len Raum in einer Küvette mit der Reagenz inkubiert und anschließend 

3 x 2 min in SO2 Wasser (200 ml H2O, 10 ml 10%ige Kalium oder Nat-

rium-Bisulfit- Lösung und 10 ml 1 molare Salzsäure) getaucht. Es folgte 

das Wässern mit Leitungswasser für 5 min und ein kurzes Spülen mit 

aqua dest. Anschließend wurden die Schnitte entwässert (aufsteigende 

Alkoholreihe: 70% Ethanol, 96%, 2 x 100% Ethanol und 2 x Xylol je-

weils 5 min) und mit Eukitt eingedeckelt. 

Immunhistochemie 

a) S1P1-Rezeptor-Darstellung 

Der S1P1-Rezeptor ist ein Protein, welches in den Endothelzellen loka-

lisiert ist. Für diese Färbung wurde das Kit K5005 verwendet. 

Nach der Entparaffinierung der Schnitte wurden diese in vorgewärmten 

S1699- Puffer 20 min in einem auf 85° C erhitzten Wasserbad vorbe-
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handelt. Anschließend wurden sie abgekühlt (30 - 40 min) und dann 20 

min in TBS, 2 x 5 min in TBS-T und erneut 5 min in TBS gewaschen. 

Nach Zugabe des Primärantikörpers (S1P1- Rezeptor 1: 125 von Santa 

Cruz) bzw. der Isotypenkontrolle (Kaninchen neg. Kontrolle 1: 12000 

von DAKO) folgte eine 30 minütige Inkubation bei Raumtemperatur. 

Anschließend wurden die Schnitte in TBS-T und TBS (Isotypenkontrol-

len in einer seperaten Küvette) für jeweils 5 min gewaschen, bevor der 

Sekundärantikörper (Flasche A) auf die Schnitte gegeben wurde und 15 

min inkubierte. Wieder wurde in TBS-T und TBS gewaschen und an-

schließend Streptavidin Alkaline Phosphatase für 15 min auf die Schnit-

te pipettiert. Nach erneutem Waschen wurde das Chromogen Red hin-

zugegeben und 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten 

Schritt wurden die Schnitte mit H2O (5 min) und aqua dest. (1 - 2 min) 

gewaschen und die Kerne mit Hämalaun gegengefärbt. Anschließend 

wurde erneut mit H2O und aqua dest. gewaschen. Dann folgte die Ent-

wässerung im Färbeautomaten, bei der die Schnitte in einer aufsteigen-

den Alkoholreihe (15 sek 70% Ethanol, 2 x 30 sek 96% Ethanol, 2 x 5 

min in Isopropanol und weitere 3 x 5 min in Xylol) dehydriert wurden. 

Im letzten Schritt wurden die Schnitte mit Eukitt eingedeckelt und über 

Nacht unter einem Abzug getrocknet. 

b) Ki67-Darstellung 

Ki67 ist ein Protein, das im Inneren des Zellkerns lokalisiert ist. Ki67 

wird als Marker für die Zellproliferation verwendet, da es nur in der S1 

bis M-phase exprimiert wird (Gerdes et al., 1986) 

Bei dieser Markierung erfolgte die Vorbehandlung in vorgewärmten 

S1699- Puffer (85° C) über Nacht in einem auf 85° C erhitzten Wasser-

bad. Am nächsten Tag wurden die Schnitte nach dem Abkühlen 2 x 5 

min in TBS-T und 5 min in TBS gewaschen und anschließend für 30 

min bei Raumtemperatur blockiert (Ziegenserum 1:10 in TBS). 
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Nach Abkippen des Serums wurde der Primärantikörper (Ki67 Mib1 

1:32 in AK Diluent (M7240, DAKO)) bzw. die Isotypenkontrolle (Maus 

IgG 1 1:91 in AK Diluent) auf die Schnitte pipettiert und 1 Std. inku-

biert. Im nächsten Schritt wurden die Schnitte in TBS-T und TBS gewa-

schen (die Isokontrollen in einer seperaten Küvette) und anschließend 

der Sekundärantikörper (Ziege anti Maus 1:200 in TBS) pipettiert. Nach 

30 min wurde gewaschen, dann folgte die Inkubation für 30 min in 

ABC-AP (Alkalische Phosphatase), bevor wieder gewaschen wurde. 

Anschließend wurde das Substrat-Chromogen-Gemisch  Permanent Red 

auf die Schnitte pipettiert. Unter Sichtkontrolle inkubierte dieser ca. 12 

min. Nach ausreichend starker Färbung wurde in H2O (5 min) und aqua 

dest. (1-2 min) gewaschen und mit Hämalaun gegengefärbt. Es folgte 

ein erneutes Waschen in H2O und aqua dest., bevor die Schnitte zum 

Entwässern (s. oben) in den Färbeautomaten gestellt und anschließend 

eingedeckelt wurden. 

c) CD45-Darstellung 

CD45 ist ein Pan-Leukozytenmarker. 

Nachdem die Schnitte entparaffiniert wurden, folgte die Vorbehandlung 

in S1699 für 2 x 4 min in der Mikrowelle bei 750 W. Anschließend 

wurden die Schnitte 2 x 5 min in TBS-T und 5 min in TBS gewaschen. 

Dann wurde der Primärantikörper (CD 45, BD P., 550539, in der Ver-

dünnung 1:25 mit Antikörperdiluent) bzw. die Isotypenkontrolle (Ratte 

IgG2b, in einer 1:400 Verdünnung in Antikörperdiluent) auf die Schnit-

te pipettiert und 1 Std. bei Raumtemperatur inkubiert. Im nächsten 

Schritt wurden die Schnitte erneut 2 x 5 min in TBS-T und 5 min in 

TBS gewaschen (die Isokontrollen separat), bevor der Sekundär-

Antikörper (Kaninchen anti Ratte, 1:100 verdünnt in TBS) aufgebracht 

wurde. Hier betrug die Inkubationszeit 30 min. Nach erneutem Waschen 

wurde die alkalische Phosphatase auf die Schnitte pipettiert und eben-

falls 30 min inkubiert. Wieder wurden die Schnitte gewaschen, bevor 
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das unverdünnte Substrat-Chromogen-Gemisch  (Permanent Red) auf 

die Schnitte pipettiert wurde. Nach 20 min wurde der Färbevorgang ge-

stoppt und die Schnitte 5 min unter fließendes Leitungswasser gestellt, 

bevor sie 1 min in aqua dest. waren. Es folgte die Gegenfärbung der 

Kerne mit Hämalaun für 7 sek. Anschließend wurden die Schnitte er-

neut 5 min unter fließendes Leitungswasser und 1 weitere min. in aqua 

dest. gestellt. Es folgte die Entwässerung im Automaten und das Einde-

ckeln mit Eukitt. 

d) CD11b-Darstellung 

CD 11b ist ein Integrin, das auf der Zelloberfläche von Makrophagen 

und NK-Zellen vorkommt. 

Die Schnitte wurden entparaffiniert und anschließend im Druckkochtopf 

bei 121° C 10 min vorbehandelt. Der Druckkochtopf war mit Citratpuf-

fer mit einem pH von 6,0 gefüllt. Im nächsten Schritt wurden die 

Schnitte 2 x in TBS-T und 1 x in TBS für jeweils 5 min gewaschen und 

anschließend der Primärantikörper (CD 11b, ab 133357, abcam, 1,143 

mg/ml, 1:200 Verdünnung in Antikörper Diluent) bzw. die Isotypenkon-

trolle (Kaninchen mono IgG, ab 1259328, abcam, 1:36 Verdünnung in 

Antikörper Diluent) auf die Schnitte pipettiert. Nach einer einstündigen 

Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Proben 2 x 5 min in 

TBS-T und 5 min in TBS gewaschen (Isotypenkontrollen in einer sepa-

raten Küvette). Anschließend wurde auf alle Proben der Sekundäranti-

körper (Schwein anti Kaninchen, 1:200 in TBS verdünnt) pipettiert und 

30 min inkubiert. Nach erneutem Waschen in TBS-T und TBS, folgte 

das Aufbringen des ABC-AP Komplexes. Die Inkubationszeit betrug 30 

min bei Raumtemperatur. Es folgte das Waschen 2 x 5 min in TBS-T 

und 5 min in TBS und das pipettieren des Permanent Red auf die Pro-

ben. Nach 20 min Inkubation wurden die Schnitte 3 min unter fließen-

dem Leitungswasser gewaschen und anschließend 1 min in aqua dest. 

gestellt. Die Kerngegenfärbung erfolgte mit Hämalaun (8 sek). Dann 
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wurden die Proben erneut unter fließendes Leitungswasser gestellt (5 

min) und 1 min in aqua dest. Abschließend wurden die Schnitte im Au-

tomaten entwässert und mit Eukitt eingedeckelt. 

e) Lektinfärbung  

Das Bandeiraea simplicifolia lectin (BSA-I) ist ein Lektin, das an dend-

ritische Zellen bindet. 

Die entparaffinierten Schnitte wurden 5 min in Lektinpuffer bei Raum-

temperatur und anschließend in eine Küvette, gefüllt mit 0,1% Trypsin 

in Lektinpuffer verdünnt, gestellt (das Lektin bindet an Calcium, des-

halb wurde Lektinpuffer verwendet). Es folgte die zehnminütige Vorbe-

handlung in einem auf 37° C erhitztes Wasserbad. Dann erfolgte das 

Spülen mit Leitungswasser für 5 min und das dreimalige Tauchen der 

Schnitte in Lektinpuffer für je 5 min. Danach folgte die Inkubation des 

Lektin BSA-I (1:100 verdünnt in Lektinpuffer, 1 Std bei Raumtempera-

tur). Anschließend wurden die Proben 3 x 5 min mit TBS gespült, bevor 

das ABC-AP (Alkalische Phosphatase) auf die Schnitte aufgebracht 

wurde. Nach einer 30-minütigen Inkubation wurde erneut 3 x 5 min ge-

waschen und anschließend die Farb-Entwicklungslösung (für 200 ml: 

400 mg Natrium-Nitrit, 10 ml aqua dest., 400 µl Neufuchsin, 200 ml 

Trispuffer mit einem pH von 8,24, 30 mg Naphtol AS, 1000 µl Dime-

thylformamid, 260 µl Tween 20 und 80 mg Levamisol) auf die Proben 

pipettiert. Unter Sichtkontrolle wurde die Inkubation gestoppt und die 

Schnitte unter fließendes Leitungswasser gestellt, bevor sie 1 min in 

aqua dest. gestellt wurden. Danach wurde die Kerngegenfärbung mit 

Hämalaun für 5 sek durchgeführt, und die Schnitte wurden erneut mit 

Leitungswasser abgespült. Als letzter Schritt wurden die Schnitte im 

Automaten entwässert und anschließend mit Eukitt eingedeckelt. 
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f) Neural cell adhesion molecule (NCAM)-Darstellung 

NCAM ist ein Glykoprotein aus der Gruppe der Immunglobulin-artigen 

Adhäsionsmoleküle. Diese immunhistochemische Markierung wurde an 

einem Zellpellet der OH-1 Zellen und an einem Primärtumor durchge-

führt, um zu zeigen, dass die Zellen dieses Glykoprotein exprimieren. 

Anschließend wurde ein Lungenschnitt mit anti-NCAM gefärbt, um 

Metastasen zu zeigen und dadurch die Ergebnisse der Alu-PCR histolo-

gisch zu belegen. 

Die Schnitte wurden entparaffiniert und anschließend in S1699 Puffer in 

der Mikrowelle vorbehandelt (2 x 4 min bei maximaler Leistung). Nach 

dem Abkühlen (30 - 60 min) wurden sie mit TBS-T und TBS gespült, 

bevor der Primärantikörper (NCAM 1:100 in AK- Diluent) bzw. die 

Isokontrolle (Maus IgG1 1:228 in AK-Diluent) auf die Präparate gege-

ben und 30 min bei Raumtemperatur inkubierte. Es wurde mit TBS-T 

und TBS gespült und anschließend der Sekundärantikörper (Flasche A) 

aufgebracht. Es folgte eine 15-minütige Inkubation. Nach erneutem 

Spülen wurde Strepdavidin-alkalische Phosphatase (Flasche B) auf die 

Schnitte pipettiert und 15 min inkubiert. Nach dem Spülen wurde das 

Substrat-Chromogen-Gemisch  aufgebracht und 15 min inkubiert. Unter 

Sichtkontrolle wurde die Farbreaktion gestoppt und die Schnitte 5 min 

unter fließendes Leitungswasser und anschließend in aqua dest. gestellt. 

Dann folgte die Gegenfärbung mit Hämalaun (2 sek). Nachdem die Prä-

parate erneut 5 min unter Leitungswasser und 1 min in aqua dest. ge-

stellt wurden, folgte die Entwässerung im Färbeautomaten und schließ-

lich das Eindeckeln mit Eukitt. 

2.2.6 Auswertung 

Die statistische Auswertung der S1P1-Rezeptor und Feulgenfärbung erfolgte 

durch Zählen der Gefäße bzw. der apoptotischen Zellen (Sharma et al., 1997). 

Dazu wurde ein Okular mit Raster in das Mikroskop eingesetzt und jeweils 

100 Zellen pro Gesichtsfeld gezählt. Insgesamt wurden 3 Gesichtsfelder pro 
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Schnitt ausgewertet. In die Auswertung der immunhistochemischen Markie-

rungen flossen die Tumore der bestrahlten und der unbehandelten Tiere ein. 

Es wurden je 3 Schnitte pro Gruppe ausgewertet. Die Ergebnisse wurden als 

Balkendiagramm dargestellt und als Bilder gezeigt. 

Die Ki67-Färbung wurde mit ImageJ und dem treshold colour (NIH Image 

Java) Programm ausgewertet. Dafür wurden 3 Schnitte pro Gruppe mit dem 

Mirax fotografiert. Mit Hilfe des treshold colour Programms wurde der Pro-

zentsatz an proliferierenden Kernen ermittelt und graphisch als Balkendia-

gramm dargestellt. 

Die Auswertung der CD45, CD11b und BSA-I Markierungen erfolgte durch 

Schätzen der angefärbten Zellen in Prozent (o = ≤ 5%, + = ≤ 20%, ++ = ≤ 

40% und +++ = ≥ 40%). Dabei wurden verschiedene Bereiche des Tumors 

untersucht und geschätzt. Unterschieden wurden: Tumorrand, nekrotisches 

Tumorgewebe, Bindegewebssepten, vitales Tumorgewebe und entsprechende 

phagozytierende Entzündungszellen. Die Ergebnisse sind als Tortendia-

gramme dargestellt und zusätzlich werden Bilder der Färbungen gezeigt.  

Die Ergebnisse der Alu-PCR wurden mit dem Programm GraphPad Prism als 

Boxplot dargestellt und mit dem Mann-Whitney-U-Test auf ihre Signifikanz 

geprüft. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Tierverluste 

Mit Hilfe der speziell für das Experiment entwickelten Datenbank (s. Materi-

al und Methoden) konnte das Befinden der Versuchstiere im System doku-

mentiert und überwacht werden. Eine Verschlechterung des Allgemeinbefin-

dens wurde sofort aufgrund eines einprogrammierten Algorithmus angezeigt. 

Eine Verschlechterung konnte entweder auf die Belastung durch die Therapie 

zurückgeführt werden, auf einen rapiden Anstieg des Tumorwachstums in der 

Endkontrollgruppe oder aber auf ein mauseigenes Lymphom. Dadurch kam 

es vor, während und nach der Therapie zu Tierverlusten. Mit einem Belas-

tungsscore von 20 (s. Anhang) war das Abbruchkriterium erreicht; die be-

troffenen Tiere wurden entsprechend aus dem Versuch genommen und getö-

tet. Trotz genauer Observation und Dokumentation des Körpergewichts, des 

Tierverhaltens und des Fells, der Körperöffnungen, der Atmung, der Bewe-

gung und der Tumorgröße kam es zu spontanen Tierverlusten ohne Indikati-

on einer Verschlechterung. 

In Tab. 6 ist die Anzahl der Tiere aufgelistet, die das Experiment regulär 

beendet haben und die bereits vorher verstorben sind. Die Mäuse wurden in 

Männchen und Weibchen unterteilt und den entsprechenden Behandlungs-

gruppen zugeordnet (K: Anfangskontrollgruppe, RT: Bestrahlung, RChT: 

Radiochemotherapie, ChT: Chemotherapie und E: Endkontrolle).  

Des Weiteren sind die palpierten Tumorgewichte zu Therapiebeginn und die 

gemessenen Tumorgewichte bei der Sektion in Abb. 1 dargestellt. Das Tu-

morvolumen und das Tumorgewicht ist eins zu eins (Dichte = 1), sodass man 

die Werte miteinander vergleichen kann. Das größte Tumorvolumen bei der 

Sektion hatten die Tiere aus der Endkontrollgruppe, obwohl sie zu Therapie-

beginn nach Palpation kleiner waren als die der Therapiegruppen (K, RT, 

RChT, ChT). 
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3.1.1 OH-1 Gruppe 

Von den insgesamt 79 Mäusen, denen OH-1 Zellen injiziert wurden, verblie-

ben 69 Tiere wie geplant bis zum Ende in dem Versuch. 10 Mäuse verstarben 

vorher (36 von 43 Männchen und 33 von 36 Weibchen). Die meisten Tierver-

luste wurden in der Kombinationstherapiegruppe verzeichnet, in der die Tiere 

mit einer Kombination aus Bestrahlung und Chemotherapie behandelt wur-

den. In diesem Versuchsarm starben drei Tiere ohne bekannten Grund und 

vier Tiere mussten aufgrund eines verschlechterten Allgemeinbefindens vor-

zeitig aus dem Versuch genommen werden. In der Bestrahlungsgruppe waren 

zwei Tierverluste zu verzeichnen. Ein Tier verstarb ebenfalls ohne makro-

skopisch erkennbaren Grund, das andere Tier musste aus dem Versuch ge-

nommen werden, weil der Belastungsscore erreicht war. In der mit Cisplatin 

behandelten Gruppe gab es ein Tier mit ulceriertem Tumor. Zwei Mäuse 

verstarben bereits vor Therapiebeginn. 

3.1.2 H69 Gruppe 

75 Mäusen wurden Zellen der H69-Zelllinie injiziert, davon beendeten 57 

Tiere den Versuch lebend (27 von 40 Männchen und 30 von 35 Weibchen), 

die anderen verstarben vorher aus unterschiedlichen Gründen. 

Die meisten Tierverluste wurden in der Bestrahlungsgruppe verzeichnet. 

Sechs Mäuse aus dieser Gruppe verstarben spontan, drei Tiere mussten auf-

grund eines verschlechterten Allgemeinbefindens vorzeitig getötet werden. 

Weitere sechs Mäuse aus der Kombinationsgruppe verstarben spontan, ein 

Tier musste getötet werden. Eine Maus aus der Chemotherapiegruppe ver-

starb ohne bekannten Grund und ein Tier der Endkontrollgruppe musste vor-

zeitig aus dem Versuch genommen werden. 
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Tab. 6a: Übersicht über die Tierzahlen (OH-1).  
  Die Anzahl der Tiere zu Beginn des Experiments ist unter dem Punkt 

‚Beginn‘ aufgeführt. Im Vergleich dazu werden die Tiere, die den Ver-

such regulär beendet haben, in der Zeile ‚Ende‘ aufgelistet Die Anzahl der 

Tierverluste ist unter ‚Verlust‘ verzeichnet. (OH-1 Gruppe) M+W= Männ-

lich und Weiblich, K= Anfangskontrolle, RT= Bestrahlungsgruppe, 

RChT= Kombinationsgruppe (Bestrahlung und Chemotherapie), ChT= 

Chemotherapiegruppe, E= Endkontrollgruppe 

Geschlecht  K RT RCHT CHT E Summe 

Männlich Beginn 8 6 11 8 10 43 

 Ende 8 4 7 8 10 37 

 Verlust 0 2 4 0 0 6 

Weiblich Beginn 5 9 8 7 7 36 

 Ende 5 9 5 6 7 32 

 Verlust 0 0 3 1 0 4 

M+W  Regulär 

beendet 

13 13 12 14 17 69 

 Verlust 0 2 7 1 0 10 
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Tab. 6b: Übersicht über die Tierzahlen (H69).  
  Die Anzahl der Tiere zu Beginn des Experiments ist unter dem Punkt 

‚Beginn‘ aufgeführt. Im Vergleich dazu werden die Tiere, die den Ver-

such regulär beendet haben, in der Zeile ‚Ende‘ aufgelistet Die Anzahl der 

Tierverluste ist unter ‚Verlust‘ verzeichnet. (H69-Gruppe) M+W= Männ-

lich und Weiblich, K= Anfangskontrolle, RT= Bestrahlungsgruppe, 

RChT= Kombinationsgruppe (Bestrahlung und Chemotherapie), ChT= 

Chemotherapiegruppe, E= Endkontrollgruppe 

Geschlecht  K RT RChT ChT E Summe 

Männlich Beginn 4 11 10 7 8 40 

 Ende 4 3 7 6 7 27 

 Verlust 0 8 3 1 1 13 

Weiblich Beginn 6 5 7 8 9 35 

 Ende 6 4 3 8 9 30 

 Verlust 0 1 4 0 0 5 

M+W Regulär 

beendet 

10 7 10 14 16 57 

 Verlust 0 9 7 1 1 18 

 

3.2 Tumorgröße 

Das Volumen des Tumors wurde bei den Tiervisiten durch Palpation zu-

nächst geschätzt (ml) und am Tag der Sektion wurde das Gewicht durch 

Wiegen bestimmt (mg). Die ermittelten Daten sind als Boxplots in Abb. 1 

dargestellt. Die Daten lassen darauf schließen, dass die Tumorgröße durch 

die Bestrahlung und die Kombination aus Bestrahlung und Chemotherapie 

signifikant abnahm, während sich die Chemotherapie allein nicht auf die 

Größe des Tumors auswirkte. 
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Abb. 1 Darstellung der palpierten Tumorvolumina zu Therapiebeginn und 

der gemessenen Tumorgewichte bei der Sektion für die OH-1 (A) 
und die H69 (B) Gruppe.  

  In beiden Gruppen konnte gezeigt werden, dass die Tumore der Tiere, 

die bestrahlt wurden (RT) oder eine Kombination aus Bestrahlung und 

Chemotherapie (RChT) bekamen, signifikant an Größe durch die Thera-

pie verloren, während die Tumore der mit Cisplatin behandelten (ChT)  

und der unbehandelten Tiere (E) über die Zeit weiter wuchsen. * p < 

0,05, ** p < 0,001 zeigt die Signifikanz in Bezug auf die Anfangskon-

trolle (K). 

3.3 Alu-PCR 

Zur Bestimmung der absoluten Anzahl humaner Zellen in der Maus, wurde 

eine Alu-PCR auf humane Gensequenzen durchgeführt. Der Einfluss der 

unterschiedlichen Therapien auf zirkulierende Tumorzellen im Blut (circula-

ting tumor cells, CTC) und disseminierte Tumorzellen (disseminated tumor 
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cells, DTC) in verschiedenen Geweben (Knochenmark, Lunge, Leber und 

Gehirn) konnte mit dieser Methode quantitativ beschrieben werden.  

3.3.1 Blut 

Die Auswertung der Alu-PCR aus den Blutproben zeigt, dass die Endkon-

trollgruppe (E) die meisten CTCs aufweist (OH-1: 316 und H69: 1087). Die 

Anzahl zirkulierender Tumorzellen nimmt zu, je länger die Tiere unbehandelt 

bleiben. Im Vergleich zu der Anfangskontrolle (K) weisen die Tiere aus der 

Bestrahlungsgruppe (RT) die deutlichste Reduzierung der CTCs auf (OH-1 

K: 4,34, RT: 0,14; H69 K: 272, RT: 20,9). Die zweiteffektivste Therapie ist, 

laut der Ergebnisse dieser Arbeit, die kombinierte Therapie aus Bestrahlung 

und Chemotherapie (RChT) mit OH-1: 0,12 und H69 : 16,2 humanen Zellen. 

Die alleinige Applikation von Cisplatin (ChT) zeigt keine signifikante Ver-

minderung der Anzahl an Krebszellen im Blut (OH-1: 403, H69: 313) 
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Die Ergebnisse sind in Abb. 2a und 2b dargestellt. 

 

Abb. 2a Ergebnisse der Alu-PCR der Blutproben in der OH-1 Gruppe 
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 10 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/# = p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt 

die Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte. Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und der RChT-Gruppe signifikant weniger humane Zellen 

nachweisbar sind, als in der Anfangskontrolle. Die Endkontrolltiere 

weisen die höchste Anzahl Tumorzellen auf. Die Chemotherapie allein 

zeigt keinen Effekt auf die Anzahl der humanen Zellen. 

 

  



44 Ergebnisse 

 

Abb. 2b Ergebnisse der Alu-PCR der Blutproben in der H69 Gruppe  
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen. (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle) Dem gegenübergestellt ist auf der  y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 10 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/# = p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt 

die Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und die RChT-Gruppe signifikant weniger humane Zellen 

nachweisbar sind, als in der Anfangskontrolle. Die Endkontrolltiere 

weisen die höchste Anzahl Tumorzellen auf. Die Chemotherapie allein 

zeigt keinen Effekt auf die Anzahl der humanen Zellen. 

3.3.2 Lunge 

Die Daten zeigen einen deutlichen Anstieg der DTCs in den Lungen der 

Tiere in E (OH-1: 1635, H69: 16425) verglichen mit denen der Anfangskon-

trolle (OH-1: 8,71, H69: 1525). Ein signifikanter Rückgang der DTCs konnte 

bei der Bestrahlungsgruppe gezeigt werden (OH-1: 0,01, H69: 277). Die 

Kombinationstherapie hatte ebenfalls einen deutlichen Effekt auf die DTCs 
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(OH-1: 0,01, H69: 306). Die alleinige Behandlung mit Cisplatin lieferte keine 

signifikanten Unterschiede in der Anzahl der Tumorzellen verglichen mit 

denen der Anfangskontrollgruppe (OH-1: 1564, H69: 1421). Insgesamt wa-

ren die Effekte der Behandlungen auf die OH-1 Tumore deutlicher als auf die 

H69 Tumore. Die Ergebnisse der Alu-PCR der Lungen sind in Abb. 2c und d 

dargestellt. 

 

Abb. 2c Ergebnisse der Alu-PCR der Lungen in der OH-1 Gruppe  
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der  zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte. Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und die RChT-Gruppe signifikant weniger humane Zellen 

nachweisbar sind, als in der Anfangskontrolle. Die Endkontrolltiere 

weisen die höchste Anzahl Tumorzellen auf. Die Chemotherapie allein 

zeigt keinen Effekt auf die Anzahl der humanen Zellen. 
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Abb. 2d  Ergebnisse der Alu-PCR der Lungen in der H69 Gruppe  

  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und die RChT-Gruppe signifikant weniger humane Zellen 

nachweisbar sind, als in der Anfangskontrolle. Die Endkontrolltiere 

weisen die höchste Anzahl Tumorzellen auf. Die Chemotherapie allein 

zeigt keinen Effekt auf die Anzahl der humanen Zellen. 

3.3.3 Leber 

Die Quantifizierung der DTCs in den Lebern ergab einen signifikanten An-

stieg in der Endkontrolle (OH-1: 56,5, H69: 89,2) gegenüber der Anfangs-

kontrolle (OH-1: 31,9, H69: 18,2). Auch hier konnte durch die Bestrahlung 

(OH-1: 0,01, H69: 2,93) und die Kombinationstherapie (OH-1: 0,01, H69: 

0,45) ein deutlicher Rückgang der DTCs im Vergleich zu der Anfangskon-

trolle erzielt und gezeigt werden. Die Chemotherapie bewirkte keine signifi-
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kante Reduzierung im Vergleich zu der Anfangskontrollgruppe (OH-1: 33,9, 

H69: 63,2). 

Die Ergebnisse sind in Abb. 2 e und f dargestellt. 

 

Abb. 2e  Ergebnisse der Alu-PCR der Lebern in der OH-1 Gruppe  

  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und die RChT-Gruppe signifikant weniger humane Zellen 

nachweisbar sind, als in der Anfangskontrolle. Die Endkontrolltiere 

weisen die höchste Anzahl Tumorzellen auf. Die Chemotherapie allein 

zeigt keinen Effekt auf die Anzahl der humanen Zellen. 
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Abb. 2f  Ergebnisse der Alu-PCR der Lebern in der H69 Gruppe 
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und die RChT-Gruppe signifikant weniger humane Zellen 

nachweisbar sind, als in der Anfangskontrolle. Die Endkontrolltiere 

weisen die höchste Anzahl Tumorzellen auf. Die Chemotherapie allein 

zeigt keinen Effekt auf die Anzahl der humanen Zellen. 

3.3.4 Knochenmark 

Im Vergleich zu den Lungen und Lebern konnte im Knochenmark kein An-

stieg der DTCs in der Endkontrollgruppe (OH-1: 2,51, H69: 1,59) verglichen 

mit der Anfangskontrollgruppe (OH-1: 34,3, H69: 1,02) verzeichnet werden. 

In den Proben der mit OH-1 injizierten Tiere ist sogar ein Rückgang der 

Anzahl der humanen Zellen zu erkennen. Lediglich die Bestrahlungstherapie 
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(OH-1: 0,77) und die Kombinationstherapie (OH-1: 1,12) der OH-1 Tiere 

zeigten eine deutliche Reduzierung der DTCs. Dieses Ergebnis konnte in den 

H69 Tieren nicht gezeigt werden. Die Chemotherapie hatte keinen signifikan-

ten Einfluss auf die Anzahl der DTCs. 

Ergebnisse siehe Abb. 2 g und h 

 

Abb. 2g  Ergebnisse der Alu-PCR vom Knochenmark in der OH-1 Gruppe  
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in den Proben 

der RT-und die RChT-Gruppe weniger humane Zellen nachweisbar sind 

(in der OH-1 Gruppe signifikant), als in der Anfangskontrolle. Jedoch 

ist auch die Anzahl der Tumorzellen, sowohl in der Chemotherapie-

gruppe, als auch in der Endkontrollgruppe, geringer als zu Beginn der 

Therapie. 
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Abb. 2h  Ergebnisse der Alu-PCR vom Knochenmark in der H69 Gruppe  
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in der Endkon-

trollgruppe eine ähnliche Anzahl Tumorzellen wie in der Anfangskon-

trollgruppe nachweisbar ist. In der Bestrahlungsgruppe und auch in der 

Chemotherapiegruppe finden sich vermehrt humane Zellen, während in 

der Kombinationsgruppe die Menge Tumorzellen den beiden Kontroll-

gruppen gleicht.  

3.3.5 Gehirn 

Die Alu-PCR zur Ermittlung von DTCs im Gehirn ergab ein vergleichbares 

Ergebnis zu dem im Knochenmark. Es kam zu keinem signifikanten Anstieg 

der DTCs in der Endkontrolle (OH-1: 2,62, H69: 12,1) im Vergleich zur 

Anfangskontrolle (OH-1: 3,13, H69: 0,02). Die Behandlungen zeigten zudem 

keinen deutlichen Rückgang der DTCs. Die absolute Anzahl nach Bestrah-
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lung beträgt in der OH-1 Gruppe 0,42 Zellen, in der H69 Gruppe 0,001Zellen 

pro 30 ng DNA, nach der Kombinationstherapie 2,80 Zellen (OH-1) bzw. 

0,055 Zellen (H69) und nach der alleinigen Chemotherapie 2,31 Zellen (OH-

1) bzw. 1,08 Zellen (H69). 

Die Ergebnisse sind in Abb. 2 i und j dargestellt. 

 

Abb. 2i  Ergebnisse der Alu-PCR der Gehirne in der OH-1 Gruppe  
  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass in der Endkon-

trollgruppe weniger humane Zellen als in der Anfangskontrolle zu fin-

den sind. Die Bestrahlung konnte die Anzahl der Tumorzellen signifi-

kant senken, während die anderen beiden therapierten Gruppen keinen 

deutlichen Rückgang zeigen.  
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Abb. 2j  Ergebnisse der Alu-PCR der Gehirne in der H69 Gruppe  

  Auf der x-Achse ist die Anzahl der Tiere (n) in den verschiedenen Ver-

suchsarmen aufgetragen (K=Anfangskontrolle, RT=Bestrahlungs-

gruppe, RChT=Radio-und Chemotherapiegruppe, ChT=Chemotherapie-

gruppe, E=Endkontrolle). Dem gegenübergestellt ist auf der y-Achse die 

Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen pro 30 µg DNA. Die Werte 

wurden mit dem Mann Whitney U-Test auf ihre Signifikanz geprüft. * 

steht für die Signifikanz in Bezug auf K, # für die Signifikanz in Bezug 

auf E (*/#= p<0,05; **/## = p<0,001). Die rot gestrichelte Linie gibt die 

Grenze an, ab der verlässliche Werte gemessen werden konnten. Die 

schwarzen Punkte sind gemessene Werte, die weit außerhalb des Mittels 

liegen, sogenannte Ausreißerwerte.  Es ist zu sehen, dass sich in der 

Endkontrollgruppe mehr Tumorzellen befinden als in der Anfangskon-

trolle. Die Anzahl humaner Zellen in der bestrahlten Gruppe ist größer, 

die der Radio-und Chemotherapiegruppe geringer. Die Chemotherapie-

gruppe ist auf einem Niveau mit der Endkontrollgruppe.  

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sich insbesondere die Be-

strahlung, aber auch die Kombinationstherapie aus Bestrahlung und Chemo-

therapie auf die CTCs im Blut und DTCs in der Lunge und Leber insofern 

auswirken, sodass es zu einer signifikanten Reduzierung dieser Zellzahlen 

kommt. Im Knochenmark und Gehirn konnte kein deutlicher Effekt durch die 

Therapie gezeigt werden. An dieser Stelle sollte erwähnt werden, dass es 
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auch ohne Therapie (E) zu keinem Anstieg der Tumorzellen in diesen Gewe-

ben kam. 

3.4 Histologische Aufarbeitung der Primärtumore 

Des Weiteren wurden die Auswirkungen der Bestrahlung auf den Primärtu-

mor morphologisch und histologisch analysiert. Für die Färbungen wurden 

jeweils 3 Schnitte von Tumoren der Tiere, die bestrahlt wurden und 3 Schnit-

te aus der Gruppe, die keine Therapie erhielten, verwendet (ein Schnitt pro 

Tier). Zur Quantifizierung wurden je 100 Zellen in 3 Gesichtsfeldern aus 

unterschiedlichen Bereichen des Tumors ausgezählt und die Ergebnisse ver-

glichen. Die histologische Auswertung erfolgte sowohl für OH-1 als auch für 

H69. 

3.4.1 HE-Färbung 

Es wurden OH-1 und H69-Primärtumore der Endkontrolle und der Bestrah-

lungsgruppe HE gefärbt, um eventuelle Unterschiede in der Morphologie zu 

zeigen. Die Tumore der bestrahlten Tiere bestehen zu einem Großteil aus 

nekrotischem Gewebe (3a, c), vitale Zellen können kaum noch detektiert 

werden. In den Tumoren der unbehandelten Tiere kann man hingegen verein-

zelte kleine nekrotische Herde sehen, vitale Tumorzellen machen aber den 

Großteil aus (3b, d). 
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3a) Primärtumor RT (OH-1) 3b) Primärtumor E (OH-1) 

3c) Primärtumor RT (H69) 3d) Primärtumor E (H69) 

Abb. 3 a-d  Primärtumore HE gefärbt.  

  Vergleich bestrahlter (RT) Primärtumore (3a  und c) mit  unbehan-

delten (E) Tumoren (3 b und d) beider Zelllinien. In den bestrahlten 

Tumoren sind keine vitalen Tumorzellen mehr zu erkennen, es ist 

fast ausschließlich fibrotisches Narbengewebe vorhanden. 
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3.4.2 Feulgen-Färbung 

Die Feulgen-Färbung dient zur Detektion apoptotischer Zellkerne (hier in % 

angegben). Der Vergleich der Tumoren aus der Bestrahlungsgruppe (OH-1: 

46%, H69: 55%) und denen der Endkontrolle (OH-1: 17%, H69: 20%) zeigt 

einen deutlichen Anstieg der apoptotischen Tumorzellen pro Gesichtsfeld in 

der Bestrahlungsgruppe (s. Abb. 4e). In Abbildung 4 a-d sind Bilder der 

angefärbten Tumore dargestellt. 

4a) Primärtumor RT (OH-1) 4b) Primärtumor E (OH-1) 

4c) Primärtumor RT (H69) 4d) Primärtumor E (H69) 

Abb. 4 a-d  Primärtumore gefärbt nach Feulgen.  
  Vergleich bestrahlter (RT) Tumore (4 a und  c) mit  unbehandelten 

(E) Tumoren (4 b und  d) beider Zelllinien. Die DNA in den Zell-

kernen färbt sich dunkellila an und somit kann gezeigt werden, wie-

viele noch vitale Zellen sich in den Tumoren befinden. Es sind deut-

lich mehr vitale Tumorzellen in den unbehandelten Tumoren. Die 

Zellkerne in den bestrahlten Tumoren sind großteils fragmentiert 

und apoptotisch. 
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Abb. 4e  Anzahl der apoptotischen Zellen/Gesichtsfeld in % 
  OH-1 (links) und H69 (rechts). Man sieht, dass sowohl in der OH-1 

Gruppe, als auch in der H69 Gruppe in der Bestrahlungsgruppe deutlich 

mehr apoptotische Zellen (blau) zu finden sind, als in den unbehandelten 

Tumoren (grau).* = p < 0,05. 

3.4.3 S1P1-Rezeptor-Darstellung 

Um die Ausbildung kleinster Blutgefäße im Primärtumor zu untersuchen, 

wurden die Tumore mit dem Antikörper S1P1 markiert und rot angefärbt (s. 

Abb. 5 a-d). Die Anzahl der Blutgefäße in den Tumoren (in Prozent angege-

ben) ist in der Bestrahlungsgruppe deutlich reduziert (OH-1: 2,4%, H69: 

3,2%) im Vergleich zu den Tumoren der Endkontrolle (OH-1: 17%, H69: 

11%) (s. Abb. 5e).  

  

* * 
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5a) Primärtumor RT (OH-1) 5b) Primärtumor E (OH-1) 

5c) Primärtumor RT (H69) 5d) Primärtumor E (H69) 

Abb. 5 a-d Primärtumore S1P1-Rezeptor-Darstellung   
  Vergleich bestrahlter  (RT) Tumore (5 a und c mit  unbehandelten 

(E) Tumoren (5 b und d) beider Zelllinien. Rot angefärbt werden 

hier die Endothelzellen der Gefäße in den Tumoren. Es ist zu sehen, 

dass sich wesentlich mehr Gefäße in den unbehandelten Tumoren 

befinden.  
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Abb. 5e  Absolute Anzahl der Gefäße/ Gesichtsfeld  

  OH-1 (links) und H69 (rechts). Bei beiden Zelllinien ist eine deutlich 

höhere Anzahl an Gefäßen in der unbehandelten Gruppe (grau) zu de-

tektieren. * = p < 0,05. 

3.4.4 Ki67-Markierung 

Zur Detektion proliferativer Zellen im Tumorgewebe (angegeben in Prozent), 

wurde eine Ki-67 Markierung mit dem Primärantikörper Mib1 durchgeführt 

(Abb. 6 a-d). Die Bestrahlung des Primärtumors führte zu einer deutlichen 

Abnahme der Proliferation der Tumorzellen (OH-1: 2,3%, H69: 0,9%) ver-

glichen mit der Endkontrollgruppe (OH-1: 24%, H69: 4,6%) (s. Abb. 6e). 

  

* 

* 
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6a) Primärtumor RT (OH-1) 6b) Primärtumor E (OH-1) 

6c) Primärtumor RT (H69) 6d) Primärtumor E (H69) 

Abb. 6 a-d Primärtumore Ki67 gefärbt.  
  Vergleich bestrahlter (RT) Tumore (6 a und c) mit unbehandelten 

(E) Tumoren (6 b und d) beider Zelllinien. Rot angefärbt ist hier 

spezifisch das Ki67- Protein, das im Zellkern vorkommt und als 

Proliferationsmarker dient. In den behandelten Tumoren befinden 

sich deutlich weniger proliferierenden Zellen als in den unbehandel-

ten. 
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Abb. 6e  Anzahl proliferierender Zellen/ Gesichtsfeld in % 
  OH-1 (links) und H69 (rechts). Es wird gezeigt, dass sowohl in der OH-

1-Gruppe, als auch in der H69-Gruppe vermehrt proliferierende Zellen 

in den unbehandelten Tieren (grau) vorkommen.* = p < 0,05. 

3.4.5 CD45-Markierung 

CD45 ist ein Protein, das auf der Zellmembran von allen Leukozyten vor-

kommt und als Pan-Leukozytenmarker gilt (Lai et al., 1998). Um die Leuko-

zyteninfiltration in den Tumoren beurteilen und vergleichen zu können, wur-

de eine immunhistochemische Markierung der Tumore aus der Endkontroll-

gruppe und denen aus der Bestrahlungsgruppe durchgeführt. Für die Auswer-

tung wurde der Mittelwert aus den geschätzten Zellen der jeweiligen Grup-

pen ermittelt. Es ist jedoch zu erwähnen, dass sowohl die Anzahl, als auch 

die Verteilung der Leukozyten in den Tumoren (einer Zelllinie und Therapie-

gruppe) sehr stark variieren und ein inhomogenes Bild ergeben. Ausgewertet 

wurden der Rand der Tumore (1), die nekrotischen Areale (2), Bindegewebs-

septen (3), vitales Tumorgewebe (4) und der sich hierauf bezogene prozentu-

ale Anteil an phagozytierenden Zellen. Im Vergleich zur Endkontrollgruppe 

* 

* 
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können in der OH-1 Gruppe in allen Bereichen des Tumors entweder eine 

identische Anzahl von Entzündungszellen oder mehr detektiert werden (1: 

RT: 14,6%, E: 12,3%; 2: RT: 10,2%, E: 6,3%; 3: RT: 21%, E: 14,9%; 4: RT: 

17,6%, E: 15,2% und 5: RT: 37%, E: 27,5%). Die Ergebnisse aus der H69 

Gruppe unterscheiden sich hingegen deutlich von denen aus der OH-1 Grup-

pe: in den Tumorrändern und im Bindegewebe ist der Anteil der Entzün-

dungszellen in den unbehandelten Tumoren höher, während er in den nekroti-

schen Bereichen und auch im vitalen Tumorgewebe geringer ist. Vergleicht 

man den Anteil phagozytierender Zellen, ist dieser in den unbehandelten 

Tumoren größer (1: RT: 5,8%, E: 13,2%; 2: OH-1 RT: 63,2%, E: 1,8%; 3: 

RT: 4,8%, E: 9,2%; 4:RT: 35,6%, E: 16,6% und 5:RT: 18%, E: 28%). 

Die entsprechenden Ergebnisse und Abbildungen sind in Abb. 7 a - f zusam-

mengefasst.  

Abb.7a  Darstellung des prozentualen Anteils CD45 markierter Zellen in 

den verschiedenen Tumorbereichen und des Anteils phagozytieren-
der Zellen (OH-1). 

  Gezeigt wird der prozentuale Anteil der angefärbten Zellen, wobei o= ≤ 5%, 

+ = ≤ 20%, ++ = ≤ 40%, +++ = ≥ 40% entsprechen. In dem linken Dia-

gramm sind die Werte der bestrahlten Tumore aus der OH-1 Gruppe ge-

zeigt, in dem rechten die Werte der unbehandelten Tumore dieser Gruppe. 

Es ist zu sehen, dass die Menge Leukozyten im Rand der Tumoren (1), in 

den nekrotischen Arealen (2), im vitalen Tumorgewebe (4) und der Anteil 

phagozytierender Zellen (5) ähnlich ist, während in den Bindegewebssepten 

(3) mehr Leukozyten in den behandelten Tumoren vorkommen. 
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Abb. 7b  Darstellung des prozentualen Anteils CD45 markierter Zellen in 
den verschiedenen Tumorbereichen und des Anteils phagozytieren-
der Zellen (H69). 

  Gezeigt wird der prozentuale Anteil der angefärbten Zellen, wobei o = ≤ 

5%, + = ≤ 20%, ++ = ≤ 40%, +++ =  ≥ 40% entsprechen. In dem linken 

Diagramm sind die Werte der bestrahlten Tumore aus der H69 Gruppe 

gezeigt, in dem rechten die Werte der unbehandelten Tumore dieser 

Gruppe. Im Tumorrand (1) und den nekrotischen Arealen (2) ist die An-

zahl der Leukozyten in den behandelten und unbehandelten Tumoren 

ungefähr gleich, in den Bindegewebssepten (3) sind mehr angefärbte 

Zellen in den Tumoren der Endkontrolle, während im vitalen Tumorge-

webe (4)  vermehrt Leukozyten in den bestrahlten Tumoren vorkom-

men. Die Anzahl phagozytierender Zellen ist in den unbehandelten Tu-

moren höher. 
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7c) Primärtumor RT (OH-1) 7d) Primärtumor E (OH-1) 

7e) Primärtumor RT (H69)   7f) Primärtumor E (H69) 

Abb. 7 c-f  Darstellung bestrahlter (RT) Tumore (7 c und e) und unbehan-
delter (E) Tumore (7d und f) beider Zelllinien mit der CD45-

Markierung.  
  Die Leukozyten erscheinen in der CD45-Markierung rot. Man sieht 

eine vermehrte Leukozyteninfiltration in den bestrahlten Tumoren 

der OH-1 Gruppe, aber eine verminderte in den behandelten Tumo-

ren der H69 Gruppe. 
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3.4.6 CD 11b-Markierung 

Das Protein CD 11b ist ein Marker, der v.a. von Makrophagen und NK-

Zellen exprimiert wird. Es wurden Schnitte aus der Endkontrolle und der 

Radiatiogruppe ausgewertet und jeweils der Mittelwert gebildet. Es ist jedoch 

zu erwähnen, dass sowohl die Anzahl, als auch die Verteilung der Makropha-

gen und NK-Zellen in den Tumoren (einer Zelllinie und Therapiegruppe) 

sehr stark variieren und ein inhomogenes Bild ergeben. Die Ergebnisse der 

OH-1 Gruppe zeigen, dass vermehrt Makrophagen und NK-Zellen im Rand-

bereich (11%) und im vitalen Tumorgewebe (16,7%) der bestrahlten Tumore 

sind (E: 8,5% / 4,3%). Die Anzahl im nekrotischen Gewebe (4,7%) und auch 

im Bindegewebe (9%) ist geringer als in den Tumoren der Endkontrolle 

(5,6% / 20,1%). Phagozytose betreibende Makrophagen und NK-Zellen sind 

in der unbehandelten Gruppe vermehrt zu finden (50% zu 31,3% in RT). In 

der H69 Gruppe finden sich vermehrt Makrophagen und NK-Zellen in den 

bestrahlten Tumoren (OH-1: 13,2%, 8,2%, 8%; H69: 3%, 0,2%, 3%). Ausge-

nommen davon ist das Bindegewebe (16,2%), denn dort befindet sich eine 

höhere Anzahl Zellen in den Tumoren der Endkontrollgruppe (20%). Pha-

gozytose aktive Zellen finden sich in beiden Gruppen gleichermaßen (OH-1: 

52%, H69: 65% (alles > 40% = +++)). 

Die Ergebnisse sind in einem Tortendiagramm in Abb. 8 a und b dargestellt. 
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Abb. 8a  Darstellung des prozentualen Anteils CD11b markierter Zellen in 

den verschiedenen Tumorbereichen und des Anteils phaozytieren-
der Zellen (OH-1).  

  Gezeigt wird der prozentuale Anteil der angefärbten Zellen, wobei o = ≤ 

5%, + = ≤ 20%, ++ = ≤ 40%, +++ =  ≥ 40% entsprechen. In dem linken 

Diagramm sind die Werte der bestrahlten Tumore aus der OH-1 Gruppe 

gezeigt, in dem rechten die Werte der unbehandelten Tumore dieser 

Gruppe. Im Rand (1) sind eine ähnliche Anzahl Leukozyten in den Tu-

moren der behandelten und der unbehandelten Tumore. In den nekroti-

schen Arealen (2) und den Bindegewebssepten (3) sind vermehrt ange-

färbte Zellen in der unbehandelten Gruppe, während im vitalen Tum-

orgwebe (4) mehr Leukozyten in den bestrahlten Tumoren vorkommen. 

Der Anteil phagozytierender Leukozyten ist in der Endkontrollgruppe 

höher. 
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Abb. 8b  Darstellung des prozentualen Anteils CD11b markierter Zellen in 

den verschiedenen Tumorbereichen und des Anteils phagozytieren-
der Zellen (H69). 

  Gezeigt wird der prozentuale Anteil der angefärbten Zellen, wobei o = ≤ 

5%, + = ≤ 20%, ++ = ≤ 40%, +++ = ≥ 40% entsprechen. In dem linken 

Diagramm sind die Werte der bestrahlten Tumore aus der H69 Gruppe 

gezeigt, in dem rechten die Werte der unbehandelten Tumore dieser 

Gruppe. Im Rand des Tumors (1), im nekrotischen Gewebe (2) und im 

vitalen Tumorgewebe (4) ist die Menge angefärbter Leukozyten in den 

bestrahlten Tumoren größer, in den Bindegewebssepten (3) sind mehr 

Zellen in den unbehandelten Tumoren gefärbt. Der Anteil der phagozy-

tierenden Leukozyten (5) ist ähnlich (≥ 40%). 

In Abb. 8 c – f  sind Abbildungen der CD11b gefärbten Primärtumore der 

OH-1 (c und d) und der H69 (e und f) Gruppe dargestellt. 
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8c) Primärtumor RT (OH-1) 8d) Primärtumor E (OH-1) 

8e) Primärtumor RT (H69) 8f) Primärtumor E (H69) 

Abb. 8 c bis f   Darstellung eines bestrahlten und eines unbehandelten Tu-

mors beider Zelllinien mit einer CD11b-Markierung.  
  In der CD11b-Markierung sind die Makrophagen und NK-

Zellen rot gefärbt. Zu sehen ist eine deutlich höhere Anzahl an 

angefärbten Zellen in dem unbehandelten Tumor der OH-1 

Gruppe (Abb. 8d). Ausnahme ist das vitale Tumorgewebe, dort 

sind vermehrt Zellen in dem bestrahlten Tumor (Abb. 8c) zu se-

hen. In der H69 Gruppe ist eine höhere Anzahl an markierten 

Zellen in dem behandelten Tumor (Abb. 8e) zu erkennen. Nur 

im Bindegewebe finden sich mehr markierte Zellen in dem un-

behandelten Tumor (Abb. 8f).  
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3.4.7 BSA-I-Färbung 

BSA-I ist ein Lektin, das Zuckerbindungsstellen auf dendritischen Zellen 

erkennt. Diese Zellen sind Zellen des Immunsystems. Ausgewertet wurden 

die Schnitte aus der Endkontrollgruppe und der Bestrahlungsgruppe. An-

schließend wurde der Mittelwert gebildet. Es ist jedoch zu erwähnen, dass 

sowohl die Anzahl, als auch die Verteilung der dendritischen Zellen  in den 

Tumoren (einer Zelllinie und Therapiegruppe) sehr stark variieren und ein 

inhomogenes Bild ergeben.  Die Anzahl dendritischer Zellen ist in der OH-1 

Gruppe in den bestrahlten Tumoren gleich (RT: 3: 36,6%, E: 3: 34,2%; 5: 4% 

in RT zu 2% in E) oder größer (RT: 1: 24,2%, E: 19,3%; RT: 4: 46,6%, E: 

23,9%). Die nekrotischen Areale sind in der Endkontrollgruppe (5,3%) ver-

mehrt angefärbt im Vergleich zu der bestrahlten Gruppe (4,6%). In der H69 

Gruppe sind alle Bereiche in den bestrahlten Tumoren vermehrt mit dendriti-

schen Zellen durchsetzt (RT: 1: 33%, E: 11,8%; RT: 3: 40%, E: 23,6%; RT: 

4: 41%, E: 18,6%). Die Anzahl im nekrotischen Areal (RT: 8%) und die 

Phagozytose aktiven Zellen (RT: 4%) ist gleich mit denen der unbehandelten 

Tumoren (2: 10,8%, 4: 3,5%). 

Die Ergebnisse sind in Abb. 9 a und b als Tortendiagramm dargestellt. 
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Abb. 9a  Darstellung des prozentualen Anteils BSA-I gefärbter Zellen in den 
verschiedenen Tumorbereichen und des Anteils phagozytierender 
Zellen (OH-1).  

  Gezeigt wird der prozentuale Anteil der angefärbten Zellen, wobei o= 

≤5%, x= ≤20%, xx= ≤40%, xxx= ≥40% entsprechen. In dem linken Di-

agramm sind die Werte der bestrahlten Tumore aus der OH-1 Gruppe 

gezeigt, in dem rechten die Werte der unbehandelten Tumore dieser 

Gruppe. In den Bindegewebssepten (3) ist die Anzahl der Leukozyten in 

den bestrahlten und unbehandelten Tumoren ähnlich, während in dem 

Tumorrand (1) und dem vitalen Gewebe (4) mehr Zellen in den behan-

delten Tumoren angefärbt sind. In den nekrotischen Arealen (2) sind 

vermehrt Leukozyten in der unbehandelten Gruppe. Der Anteil pha-

gozytierender Zellen ist in behandelten und unbehandelten Tumoren 

ähnlich. 
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Abb. 9b  Darstellung des prozentualen Anteils BSA-I gefärbter Zellen in den 
verschiedenen Tumorbereichen und des Anteils phagozytierender 
Zellen (H69).  

  Gezeigt wird der prozentuale Anteil der angefärbten Zellen, wobei o = ≤ 

5%, + = ≤ 20%, ++ = ≤ 40%,+++ x= ≥ 40% entsprechen. In dem linken 

Diagramm sind die Werte der bestrahlten Tumore aus der H69 Gruppe 

gezeigt, in dem rechten die Werte der unbehandelten Tumore dieser 

Gruppe. Im Tumorrand (1),  in den Bindegewebssepten (3) und im vita-

len Tumorgewebe (4) sind vermehrt Leukozyten in den bestrahlten Tu-

moren zu finden, während die Anzahl in den nekrotischen Bereichen (2) 

in den bestrahlten und unbestrahlten Tumoren ähnlich hoch ist.. Auch 

der Anteil phagozytierender Zellen ist ähnlich. 

Bilder der BSA-I gefärbten Tumoren sind in Abb. 9 c - f gezeigt. 
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9c) Primärtumor RT (OH-1) 9d) Primärtumor E (OH-1) 

9e) Primärtumor RT (H69) 9f) Primärtumor E (H69) 

Abb. 9c bis f Darstellung eines bestrahlten und eines unbehandelten Tu-

mors der OH-1 Gruppe (Abb. 9 c und d) und der H69 Gruppe 
(Abb. 9 e und f) 

  Dendritische Zellen sind in der BSA-I-Färbung rot gefärbt. Es ist 

zu sehen, dass sich in den bestrahlten Tumoren vermehrt angefärb-

te Zellen befinden.  

3.4.8 NCAM-Darstellung 

NCAM ist ein Glykoprotein, das unter anderem auf der Oberfläche humaner 

Tumorzellen der Zelllinie OH-1 und H69 exprimiert wird. Der histologische 

Nachweis von NCAM wurde sowohl auf einem Zellpellet der OH-1 Zellen, 

als auch auf einem Primärtumor (höchste Zellzahl laut Alu-PCR)  durchge-

führt. Die Auswertung zeigt eine höhere Anzahl angefärbter Zellen in dem 

Primärtumor verglichen mit dem Zellpellet.  
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In Abb.10 a – c sind die Ergebnisse der NCAM Färbung abgebildet.  

10 a) 10 b) 

Abb. 10 a und b Darstellung der NCAM-Markierung eines Zellpellets (a) und 
eines Primärtumors aus der OH-1 Gruppe (b).  

  In situ sind praktisch alle Zellen NCAM positiv, während in 

vitro deutlich weniger Zellen markiert sind. 

Des Weiteren wurde eine OH-1 Lunge mit NCAM gefärbt. Die histologische 

Darstellung einer Lungenmetastase dient der Bestätigung der Alu-PCR Er-

gebnisse. Diese ist in Abb. 10 c dargestellt.  

Abb. 10c  Darstellung einer OH-1 Lungenmetastase.  
  Die humanen Tumorzellen stellen sich in der NCAM-Färbung rot dar. 

20 µm 

20 µm 
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4 Diskussion  

Obwohl Chemo- und Strahlentherapie eine breite Anwendung bei der Be-

handlung von Krebspatienten finden, sind in den letzten Jahren tierexperi-

mentelle Befunde erhoben worden, die zeigen, dass durch Chemo- und Strah-

lentherapie die Metastasierung bösartiger Tumoren gefördert wird (Camp-

hausen et al., 2001, Sofia Vala et al., 2010). Würden diese Ergebnisse auf den 

Menschen übertragbar sein, hätte dieser Befund fatale Folgen für die Anwen-

dung gängiger Krebstherapien. Aus diesem Grund wurde ein Mausmodell 

gewählt, welches möglichst genau die Situation in der Klinik widerspiegelt, 

um die Hypothese zu untersuchen, ob eine Bestrahlung des Primärtumors 

wirklich die Anzahl der Metastasen erhöht. Es wurden humane Tumorzellen 

des kleinzelligen Bronchialkarzinoms in immunsupprimierte SCID Mäuse 

injiziert.  

Die Ergebnisse der Untersuchungen dieser Arbeit sind bei beiden gewählten 

Bronchialkarzinomzelllinien OH-1 und H69 sehr ähnlich und zeigen ein 

gutes Anwachsen der Zellen im Implantationsgebiet der SCID Mäuse und 

einen signifikanten Rückgang der CTCs im Blut und auch der DTCs in der 

Lunge und der Leber nach Bestrahlung der Primärtumore. Vergleicht man die 

Bestrahlungsgruppe mit der Endkontrollgruppe, konnte ein Rückgang der 

CTCs und DTCs in Lunge und Leber um >99% (OH-1) und > 97% (H69) 

gezeigt werden.  

Diese Erkenntnisse stellen einen deutlichen Gegensatz zu den Ergebnissen 

einer Arbeitsgruppe um Camphausen et al., (2001) dar, die eine enorme Zu-

nahme der Lungenmetastasen in Mäusen nach Bestrahlung des Primärtumors 

zeigten. Die offensichtlichste Vermutung für die kontroversen Ergebnisse 

besteht darin, dass in beiden Experimenten unterschiedliche Zelllinien ver-

wendet wurden. Während Camphausen et al. (2001) Zellen des murinen 

Lewis Lungenkarzinom verwendeten, wurden hier zwei humane SCLC Zell-

linien verwendet. Der Primärtumor eines Lewis Lungenkarzinoms übt eine 
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stark anti-angiogene Wirkung auf die Metastasen aus (Camphausen et al., 

2001). Solch eine Wirkung ist bei den hier verwendeten Zelllinien in der 

Literatur nicht beschrieben worden. Hier konnte eine enorm gesteigerte Ge-

fäßeinsprossung im vitalen Tumorgewebe der Tumoren gezeigt werden, die 

unbehandelt blieben (OH-1: 17%, H69: 11%), im Vergleich zu den bestrahl-

ten Tumoren (OH-1: 2,4%, H69: 3,2%). Dies ist vermutlich eine Ursache, 

warum eine signifikant höhere Anzahl an CTCs und DTCs in diesen Tumo-

ren, im Vergleich zur Kontrollgruppe zu finden ist. Durch die vermehrte 

Anzahl an Blutgefäßen haben es die Tumorzellen leichter, in die Blutbahn 

und somit zu tumorfernem Gewebe zu gelangen (Dhakal et al., 2008). Auch 

in den hier vorgestellten Ergebnissen gab es keinen Anhaltspunkt, dass der 

Primärtumor das Metastasenwachstum negativ beeinflusst. Im Gegenteil: die 

Zerstörung des Primärknotens durch Bestrahlung hatte eine deutliche Redu-

zierung der Anzahl der Metastasen zur Folge (OH-1: 99% weniger CTCs und 

DTCs in Lunge und Leber in der bestrahlten Gruppe im Vergleich zu der 

unbehandelten Gruppe und H69: 97% weniger). 

Meine Untersuchungen zeigen, dass keine verallgemeinernde Aussage dar-

über zu treffen ist, welches Mausmodell sich besser für die Metastasenfor-

schung eignet, es muss darauf geachtet werden welche Eigenschaften der 

jeweilige Primärtumor aufweist. 

Die Arbeitsgruppe um Sofia Vala (2010) fand heraus, dass es zu einer gestei-

gerten endothelialen Zellmigration in das benachbarte Gewebe um das Be-

strahlungsgebiet kommt, die wiederum das Tumorwachstum und die Metas-

tasierung förderte. Dies geschah, wenn die Strahlendosis in dem gesunden 

Gewebe um den Primärtumor ≤ 0,8 Gy betrug (Sofia Vala et al., 2010). In 

den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurde eine tumorfokussierte Teil-

körperbestrahlung durchgeführt. Mit Hilfe eines Rasters wurde die Strahlung 

auf ein genau begrenztes Feld eingestellt und die Streustrahlung auf gesundes 

umliegendes Gewebe konnte auf <2% (≤0,2 Gy) beschränkt werden (Fren-

zel et al., 2014). Zwar war die Untersuchung des benachbarten Tumorgewe-

bes auf endotheliale Zellmigration nicht Hauptaugenmerk der Arbeit, da aber 
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die Metastasierung durch eine Bestrahlung nicht gefördert wurde, ist davon 

auszugehen, dass es entweder zu keiner endothelialen Zellmigration in be-

nachbartes Gewebe gekommen ist oder diese keinen Einfluss auf die Metas-

tasierung des kleinzelligen Bronchialkarzinoms hat. 

Madani et al. (2008) zeigten, dass eine Bestrahlung des Primärtumors be-

stimmte Tumor-assoziierte Wirtszellen wie Endothelzellen, Leukozyten und 

Makrophagen, Myofibroblasten, Osteoblasten und –klasten sowie Nervenzel-

len durch die Heraufregulation bestimmter Moleküle aktiviert werden und es 

somit zu einer vermehrten Invasion und einer gesteigerten Metastasierung 

kommt (Madani et al., 2008). Es ist zu erwähnen, dass die Arbeitsgruppe 

ausschließlich an Zellen in Kultur und mit Tiertumoren forschte und nicht, 

wie in den hier gezeigten Versuchen, mit humanen Tumorzellen. In der vor-

liegenden Arbeit wurden diese Aspekte nicht fokussiert untersucht, allerdings 

konnten keine der oben genannten Zelltypen in den ausgewerteten Schnitten 

gefunden und keine Zunahme der Metastasierung gezeigt werden. 

Besonders interessant an den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ist, dass 

die Anzahl der DTCs in Lunge und Leber durch die Bestrahlung des Primär-

tumors oder der Kombination aus Bestrahlung und Chemotherapie sogar 

unter das Niveau der Tiere gesenkt werden konnte, die am Anfang des Expe-

riments euthanasiert wurden (K) (in der OH-1 Zelllinie um >97% und in der 

H69 Zelllinie um >80%). Das bedeutet, dass es auch zu einem Tumorzellun-

tergang in Geweben kommt, welches nicht bestrahlt wird, da hier eine Teil-

körperbestrahlung durchgeführt wurde. Newton et al. (2013) zeigten in einem 

mathematischen Modell, dass es drei unterschiedliche Wege der Metastasie-

rung gibt:  

1) Tumorzellen gelangen aus dem Primärtumor in die Blutbahn, kehren 

aber dann in den Primärknoten zurück (self-seeding),  

2) CTCs, die aus einer Metastase in den Blutkreislauf gelangen, kehren in 

den Primärtumor zurück) (reseeding of the primary tumor) oder  
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3) CTCs lösen sich aus einer Metastase, gelangen ins Blut und siedeln sich 

dann aber wieder in der Metastase an (reseeding of metastatic tumors).  

 

Eine Möglichkeit zu erklären, warum weniger DTCs in tumorfernem Gewebe 

nach der Tumorbestrahlung zu finden sind, ist, dass es bei den hier verwende-

ten Tumorentitäten vermehrt zu einem reseeding of the primary tumor 

kommt. Somit würden die Tumorzellen mit der Zeit zurück in den Primärtu-

mor gelangen und somit doch mit bestrahlt werden. 

Da, wie in der Literatur beschrieben, eine Korrelation zwischen der Größe 

des Primärtumors und der Anzahl zirkulierender Tumorzellen im Blut besteht 

(Liao et al., 2014), ist die logische Konsequenz, dass es, wie hier gezeigt, zu 

einer drastischen Reduzierung der CTCs kommt, da der Tumor durch die 

Bestrahlung signifikant an Masse verliert (Anzahl der CTCs im Blut nach der 

Bestrahlung um 99% (OH-1) bzw. um 97% (H69) reduziert).  

Es ist bereits aus der Literatur bekannt, dass sich Tumorzellen nur wenige 

Stunden in der Zirkulation befinden (Newton et al., 2013), sodass sich die 

Auswirkungen der Bestrahlung auf den Tumor und die damit verbundene 

geringere Auswanderung neuer Tumorzellen ins Blut innerhalb kürzester Zeit 

bemerkbar macht.  

Noch ungeklärt ist, welche Auswirkungen die Bestrahlung des Primärtumors 

auf Metastasen in anderen Organen hat. Um zu untersuchen, was genau im 

Körper passiert und ob  Tumorzellen weit ab des Bestrahlungsgebietes durch 

die Radiatio beeinflusst werden, sind weitere Versuche notwendig. Es wäre 

z.B. interessant zu untersuchen, wie sich eine operative Entfernung des Pri-

märtumors auf die Anzahl disseminierter Tumorzellen in der Lunge und 

Leber auswirkt. Bethge et al. (2012) modellierten mit Hilfe eines Computer-

modells verschiedene Szenarien der Metastasierung und untersuchten, wie 

sich eine Resektion des Tumors auf die Metastasen auswirken könnte. Wurde 

der Primärtumor zwei Tage nach der Diagnose operativ entfernt und ange-

nommen, dass auch die Metastasen metastasieren, konnte gezeigt werden, 
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dass es zwar zu einer kurzen Pause der Metastasierung kommt, nach einiger 

Zeit wurde aber eine erneute Zunahme der Anzahl an Metastasen beobachtet. 

Wurde davon ausgegangen, dass ausschließlich der Primärtumor metastasiert, 

blieb dieser Anstieg aus. Das zweite Szenario in diesem Computermodell 

war, dass der Tumor operativ entfernt wird, wenn er die kleinste detektierbare 

Größe von 1g hat. Auch in diesem Fall zeigten die Ergebnisse ein Aussetzen 

der Metastasierung, wenn davon ausgegangen wurde, dass auch die Metasta-

sen metastasieren. Ein erneuter Anstieg der Anzahl der Metastasen  blieb aus, 

wenn vorrausgesetzt wurde, dass nur der Primärtumor metastasiert.  Diese 

Resultate beziehen sich allerdings auf das hepatozelluläre Karzinom, sodass 

nicht gesagt ist, dass es sich mit dem SCLC genauso verhält. Weitere Versu-

che in dieser Richtung mit Zellen des kleinzelligen Bronchialkarzinoms, aber 

auch Versuche an Mausmodellen wären erforderlich, um die Fragestellung zu 

klären, ob es wirklich die Bestrahlung ist, die sich auf tumorfernes Gewebe 

auswirkt oder ob derselbe Effekt gezeigt werden kann, wenn der Tumor ope-

rativ entfernt wird. Verringert sich die Anzahl der CTCs durch eine Resekti-

on des Tumors nicht, kann davon ausgegangen werden, dass es tatsächlich 

die Bestrahlung ist, die sich auch auf tumorfernes Gewebe auswirkt. Dann 

wäre es sehr interessant zu untersuchen, welche Abläufe im Körper z. B. auf 

molekularer Ebene zu diesem Rückgang führen. 

Ein weiteres Ergebnis unserer Untersuchungen ist, dass die Chemotherapie 

allein keine signifikante Reduzierung der CTCs im Blut und DTCs in Lunge 

und Leber bewirkt. Dies könnte darin begründet sein, dass den Mäusen eine 

nicht ausreichende Dosis Cisplatin appliziert wurde oder aber dadurch, dass 

ausschließlich Cisplatin und nicht die in der Klinik häufig eingesetzte Kom-

bination aus Cisplatin und Etoposid verwendet wurde (Kondo et al., 1994, 

Hubaux et al., 2010). In der Humanmedizin ist die Chemotherapie erstes 

Mittel der Wahl bei der Behandlung des SCLC, weil es meist im Stadium der 

Metastasierung diagnostiziert wird. Das SCLC ist dabei zuerst einmal sehr 

sensibel gegenüber Chemotherapeutika. Der Tumor lässt sich deutlich ver-

kleinern oder verschwindet sogar komplett, doch kommt es fast immer zu 
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Rezidiven und diese sind dann chemoresistent (Hurwitza et al., 2009). Somit 

zielt eine Chemotherapie auf die Lebensverlängerung und die Verbesserung 

der Lebensqualität ab (Pharmazeutische Zeitung (Internetquelle Nr. 6)). In 

Vorversuchen wurde die Dosis der Chemotherapeutika ermittelt, die die Tiere 

tolerierten. Die Kombination aus Cisplatin und Etoposid überlebten die Mäu-

se nicht, sodass sich auf eine relativ geringe Dosis Cisplatin beschränkt wer-

den musste.  

Interessant ist außerdem, dass es in den hier durchgeführten Experimenten zu 

keiner Verminderung der DTCs im Knochenmark und Gehirn kommt. Da die 

Anzahl der humanen OH-1- Zellen im Knochenmark sogar ohne Therapie bei 

längerem Überleben rückläufig ist (in K mehr Zellen als in E), ist davon 

auszugehen, dass es sich beim Knochenmark lediglich um ein vorrüberge-

hendes Reservoir der disseminierten Tumorzellen handelt. 

Das Gehirn gilt beim Menschen als einer der bevorzugten Metastasierungsor-

te des kleinzelligen Bronchialkarzinoms (Deutsches Krebsforschungszent-

rum, Krebsinformationsdienst (Internetquelle Nr. 7)). Heutzutage ist schon 

eine prophylaktische Bestrahlung des Gehirns oft Teil der Therapie (Zhang et 

al., 2014). Dass in dem durchgeführten Experiment wesentlich weniger dis-

seminierte Tumorzellen im Gehirn zu finden waren als in der Lunge und der 

Leber, könnte daran liegen, dass die Tiere 10 Tage nach Ende der Therapie 

euthanasiert wurden und somit nicht genug Zeit war, Metastasen im Gehirn 

zu bilden. Alternativ könnte aber im Maus-Tumormodell das Gehirn kein 

bevorzugter Metastasierungsort des SCLCs sein. 

Die Kontrollgruppe, die eine hohe Anzahl an CTCs und DTCs aufweist, 

zeigt, dass der Metastasierungsprozess bereits in einem frühen Stadium der 

Erkrankung beginnt. Diese Erkenntnis wurde bereits anhand eines mathema-

tischen Modells in der Literatur beschrieben (Newton et al., 2013) und konn-

te hier tierexperimentell bestätigt werden. Deshalb ist eine Diagnose im 

Frühstadium der Erkrankung von großer Bedeutung für das Überleben der 

Patienten. Slotman et al. (2015) konnte zeigen, dass sich die Bestrahlung des 

Tumors positiv auf das Langzeit-Überleben der SCLC-Patienten auswirkt 
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(die zwei-Jahres-Überlebensrate wuchs nach Bestrahlung auf 13% im Gegen-

satz zu der unbestrahlten Kontrollgruppe mit lediglich 3%). 

In dem hier vorgestellten Experiment mussten insgesamt 28 Tierverluste 

verzeichnet werden, davon verstarben 27 Mäuse spontan ohne äußerlich 

erkennbaren Grund oder mussten aufgrund eines verschlechterten Allge-

meinbefindens (Scoreliste: s. Anhang) aus dem Versuch genommen werden. 

Die Tiere, die anschließend auf ihre Todesursache untersucht wurden, zeigten 

bei der Sektion ein deutliches mediastinales Lymphom. Da auch Mäuse ver-

endeten, die noch keine Tumorzellen injiziert bekommen hatten, muss davon 

ausgegangen werden, dass es sich um mauseigene Lymphome handelt. Diese 

Beobachtung gibt Anlass erneut zu überdenken, ob SCID- Mäuse für diese 

Art Tierversuche geeignet sind oder ob sie aufgrund ihres Gendefektes zu 

anfällig für murine Erkrankungen sind. In der Literatur ist beschrieben, dass 

15% der SCID Mäuse zu spontanen Lymphomen neigen (The CB17/Icr-

PrkdcSCID/IcrIcoCrl Mouse, Charles River). Auf der anderen Seite haben 

SCID Mäuse durch ihren Gendefekt den Vorteil, dass humane Zellen über-

haupt anwachsen. Aus diesem Grund werden sie nach wie vor in der Tumor-

forschung verwendet. 

Martin et al. (2014) führten eine klinische Studie durch, in der die Anzahl 

zirkulierender Tumorzellen bei Patienten mit non-small-cell-lung-cancer 

unter Bestrahlung analysiert wurden. Sie fassten zusammen, dass die Radia-

tio zu einem vermehrten Auswaschen von Tumorzellen ins Blut führte. Sie 

nahmen Proben unmittelbar vor Therapiebeginn, 24 Stunden nach der ersten 

Bestrahlung und zwei weitere während der Therapie. Im Unterschied dazu 

konnten in dem hier vorgestellten Experiment nur am Ende bei der Sektion 

der Tiere Proben genommen werden und diese zeigten eine verminderte An-

zahl an CTCs (OH-1: K: 4,34; RT: 0,14 und H69: K: 272; RT: 20,9). Es wäre 

interessant durch Blutentnahme zu verschiedenen Zeitpunkten der Therapie 

zu analysieren, wann erstmals eine Abnahme der auswandernden Tumorzel-

len sichtbar ist, wie sich die Anzahl dieser über die Dauer der Therapie ver-

ändert, ob die Abnahme konstant ist oder proportional zur Zerstörung des 
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Tumorgewebes. Letzteres ist zu erwarten, da die Anzahl der CTCs mit der 

Größe des Primärtumors korreliert (Liao et al., 2014). 

Die durchgeführten immunhistochemischen Markierungen verdeutlichen die 

morphologische Veränderung der Primärtumore durch die Bestrahlung. Es 

kommt zu vermehrter Nekrose und Apoptose und zu einer verringerten 

Proliferation und Gefäßsprossung. Dies zeigt, dass der Tumor durch die Be-

strahlung zugrunde geht und somit weniger neue Tumorzellen in die Zirkula-

tion gelangen können. Auch diese Ergebnisse unterstützen die der Alu-PCR, 

die einen Rückgang der zirkulierenden Tumorzellen nach Bestrahlung zeigen. 

Da es sich bei den verwendeten Zelllinien OH-1 und H69 um Neuralleisten-

abkömmlinge handelt, die das Glycoprotein NCAM exprimieren (Lange et 

al., 2011), konnten mit Hilfe eines human-spezifischen Antikörpers Lungen-

metastasen sichtbar gemacht werden. Vergleicht man das histologische Bild 

eines mit NCAM markierten Zellpellets mit dem eines NCAM markierten 

Primärtumors, fällt auf, dass vermehrt in situ NCAM exprimiert wird. Dies 

ist dadurch zu erklären, dass sich die Expression der Zelladhäsionsmoleküle 

verändert, wenn die Zellen nicht mehr als Monolayer auf einem Plastiksub-

strat wachsen, sondern in einem 3D Verband im Stroma der Mäuse 

(Schwankhaus et al.,2014). 

Des Weiteren wurde die Entzündungsreaktion in den bestrahlten Tumoren 

untersucht und mit denen der unbehandelten verglichen. Hierfür wurden 

verschiedene Marker verwendet, um unterschiedliche Entzündungszellen 

sichtbar zu machen (CD45 als Pan-Leukozytenmarker, CD11b als Makro-

phagen- und NK-Zellen-Marker und BSA-I als Marker für dendritische Zel-

len). Es zeigte sich allerdings ein sehr inhomogenes Bild. Während manche 

bestrahlten OH-1 Tumoren z.B. eine hohe Anzahl Leukozyten im vitalen 

Tumorgewebe aufwiesen, konnten im nächsten bestrahlten OH-1 Tumor fast 

gar keine Leukozyten gefunden werden oder aber vermehrt in einem anderen 

Bereich des Tumors, wie z.B. im Tumorrand. Diese Heterogenität zeigte sich 

durchweg in allen ausgewerteten Schnitten,  sodass keine Aussage getroffen 

werden kann, ob die Bestrahlung eines Tumors eine Entzündungsreaktion 
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fördert oder nicht. Viele Tumore wurden durch die Bestrahlung komplett 

zerstört, sodass nur eine kleine Anzahl bestrahlter Tumoren zur Auswertung 

zur Verfügung stand. Es wäre sicherlich interessant in einem weiteren Ver-

such mit mehr zur Verfügung stehenden Tumoren diese Untersuchung zu 

wiederholen. 

Die Arbeitsgruppe um Horny et al. untersuchte sowohl Primärtumore des 

invasiven Mammakarzinoms als auch metastatisch verändertet Lymphknoten 

auf den Ort und die Anzahl infiltrierender lymphoretikulärer Zellen (Horny et 

al., 1986). Dazu wurden unterschiedliche immunhistochemische Markierun-

gen durchgeführt. Makrophagen, T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, Plasma-

zellen, NK-Zellen, Mastzellen und eosinophile Granulozyten wurden darge-

stellt (Horny et al., 1986). Sie konnten zeigen, dass die Entzündungszellen 

vor allem in das Tumorstroma infiltrieren, deutlich weniger hingegen in das 

Tumorzentrum (Horny et al., 1986). Makrophagen machten den Großteil der 

infiltrierten Zellen aus, gefolgt von T-Lymphozyten. B-Lymphozyten und 

NK-Zellen waren in geringen Mengen vorhanden. Plasmazellen, Mastzellen 

sowie eosinophile Granulozyten konnten im invasiven Mammakarzinom 

nicht detektiert werden (Horny et al., 1986). 

In dieser Arbeit wurden immunhistochemische Markierungen mit dem Pri-

märantikörper CD45, CD11b und dem Lektin BSA-I durchgeführt. Eine 

Unterteilung in die einzelnen Zelltypen der Leukozyten war nicht möglich, da 

hier ein Panleukozytenmarker (CD45) verwendet wurde. Lediglich die Mak-

rophagen und NK-Zellen wurden separat durch CD11b dargestellt und dend-

ritische Zellen durch das Lektin BSA-I. Vergleicht man nun die Ergebnisse 

der unbehandelten Tumore in der hier vorgestellten Arbeit mit denen der 

Arbeitsgruppe um Horny, fällt auf, dass keine eindeutige Korrelation zwi-

schen den Befunden besteht. Zwar konnte auch hier gezeigt werden, dass im 

Verhältnis zu den anderen ausgewerteten Tumorgebieten, in allen Zelltypen 

eine ähnliche oder größere Anzahl infiltrierter Zellen im Stroma zu finden 

sind, aber auch im Tumorrand, in nekrotischen Arealen und im vitalen Tum-

orgewebe konnte eine deutliche Anzahl dieser Zellen detektiert werden. Es 
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sollte erwähnt werden, dass nicht nur die Ergebnisse dieser Arbeit, sondern 

auch die der Arbeitsgruppe um Horny nicht einheitlich in Bezug auf die 

Menge und die Verteilung der infiltrierten Zellen waren. Wie bereits be-

schrieben, war in dieser Arbeit weder ein homogenes Bild der Verteilung der 

infiltrierten Zellen innerhalb der ausgewerteten Tumorbereiche, noch in den 

Tumoren einer Zelllinie und einer Therapiegruppe zu erkennen. 

Die Hypothese dieser Arbeit besagt, dass sich die Bestrahlung des Primärtu-

mors negativ auf die Anzahl der Metastasen auswirkt, d.h. dass es zu einem 

Anstieg der Metastasen kommt. Obwohl auch diese Untersuchungen, genau 

wie die der Arbeitsgruppe um Camphausen et al. (2001) an einem Mausmo-

dell durchgeführt wurden und die Ergebnisse somit nicht exakt in die Hu-

manmedizin übertragbar sind, sind die hier gezeigten Ergebnisse durchaus als 

positiv zu bewerten und zeigen, dass die gängig angewandte Krebstherapie 

sowohl zur Zerstörung des Primärtumors als auch zur deutlichen Reduzie-

rung der Metastasen bei den hier untersuchten Tumoren führt.  

 



 83 

5 Zusammenfassung 

Bösartige Tumore der Lunge stellen die häufigste Krebstodesursache beim 

Mann (23,6%) und die zweithäufigste (13,8%) bei der Frau dar. Das kleinzel-

lige Bronchialkarzinom macht dabei einen Anteil von rund 13% aus. Die 

meisten Patienten sterben jedoch nicht an dem Primärtumor, sondern an den 

Metastasen. Das kleinzellige Bronchialkarzinom neigt zu einer sehr frühen 

Disseminierung, ist zudem aber hoch sensitiv gegenüber Bestrahlung und 

Chemotherapie. Aus diesen Gründen wurde bei den hier vorgestellten Unter-

suchungen diese Tumorentität verwendet.  

Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen der Bestrahlung und/oder Che-

motherapie auf die Metastasierung zu untersuchen. Verschiedene Arbeits-

gruppen fanden heraus, dass eine Bestrahlung des Primärtumors die Metasta-

sierung fördert. Diese Ergebnisse stellen die gängige Krebstherapie infrage 

und sind Auslöser für die vorgestellte Studie.  

Eine Million Tumorzellen der Zelllinie OH-1 bzw. H69 wurden jeder SCID 

Maus subkutan in die rechte Flanke injiziert. Nach Anwachsen eines palpier-

baren Tumorknotens wurden die Tiere in fünf Versuchsarme eingeteilt: die 

Anfangskontrollgruppe (keine Therapie, Tötung an Tag zwei), eine Bestrah-

lungsgruppe (Bestrahlung mit je 10 Gy an fünf konsekutiven Tagen), eine 

Chemotherapiegruppe (Applikation von Cisplatin i.p. an Tag 1), eine Kombi-

nationsgruppe (Bestrahlung+Chemotherapie) und die Endkontrollgruppe 

(keine Therapie). Euthanasiert wurden alle Mäuse der letzten vier Gruppen an 

Tag 15. Für die weiteren Analysen wurde das Blut und Knochenmark, die 

Lunge, Leber und das Gehirn entnommen. Die DNA wurde aus den Geweben 

isoliert und mittels Alu-PCR quantifiziert.  

Der quantitative Nachweis humaner Zellen in murinem Gewebe zeigt, dass 

die Bestrahlung und die Kombinationstherapie die Anzahl zirkulierender 

bzw. disseminierender Tumorzellen im Blut (Anfangskontrollgruppe (K): 

4,34 (OH-1)/ 272 (H69), Endkontrollgruppe (E): 316/ 1087, Bestrahlungs-
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gruppe (RT): 0,14/ 20,9 und Radio-und Chemotherapiegruppe (RChT): 0,12/ 

16,2) und der Lunge (K: 8,71/ 1525, E: 1635/ 16425, RT: 0,01/ 277, RChT: 

0,01/ 306) und Leber (K: 31,9/18,2, E: 56,5/ 89,2, RT: 0,01/ 2,93, RChT: 

0,01/ 0,45) signifikant reduziert. Die Chemotherapie allein wirkt sich nicht 

auf die Metastasierungsrate aus (Chemotherapiegruppe (ChT): Blut: 403/ 

313, Lunge: 1504/1421, Leber: 33,9/ 63,2). Im Knochenmark und im Gehirn 

nimmt die Zahl der Tumorzellen über die Zeit des Tierüberlebens nicht zu 

(Knochenmark K: 34,3/ 1,02 E: 2,51/ 1,59, Gehirn K: 3,13/ 0,02, E: 2,62/ 

12,1)). Die unterschiedlichen Therapien zeigten darüber hinaus keinen signi-

fikanten Einfluss. Diese Ergebnisse konnten für beide Zelllinien gezeigt wer-

den. 

Eine Lungenmetastase wurde mit Hilfe einer immunhistochemischen Markie-

rung (neural cell adhesion molecule (NCAM)) dargestellt, um den histologi-

schen Nachweis zur Alu-PCR zu bringen. 

Des Weiteren wurde die Fragestellung bearbeitet, wie sich die Bestrahlung 

auf den Primärtumor auswirkt. Dafür wurden die Tumore zu Anfang der 

Therapie palpiert und das Volumen geschätzt. Bei der Sektion wurden diese 

gewogen und miteinander verglichen. Es zeigte sich eine signifikante Ab-

nahme des Gewichtes nach der Radiatio. 

Um morphologische Unterschiede zu betrachten, wurden verschiedene Fär-

bungen der Tumoren angefertigt. Die HE-Färbung und die Feulgenfärbung 

zeigten einen signifikant höheren Anteil an Nekrose und Apoptose (46%/ 

55% in RT zu 17%/ 20% in E) im Tumor nach der Bestrahlung, während die 

Proliferation der Tumorzellen (Ki67-Färbung) und die Anzahl der Gefäße 

(S1P1-Rezeptor-Färbung) deutlich reduziert waren (2,3%/ 0,9% Proliferation 

in RT zu 24%/ 4,6% in E und 2,4%/ 3,2% Gefäße in RT zu 17%/ 11% in E). 

Die Markierung mit verschiedenen Entzündungsmarkern (CD45, CD11b und 

BSA-I) zeigte eine große Schwankungsbreite sowohl innerhalb der einzelnen 

Gruppen (in manchen bestrahlten OH-1 Tumoren waren viele Leukozyten, in 

anderen kaum), als auch im Vergleich der Gruppen untereinander (in den 

bestrahlten OH-1 Tumoren waren z. B. vermehrt Leukozyten, während in der 
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H69 Gruppe eine höhere Anzahl Leukozyten in den unbehandelten Tumoren 

war). Diese Ergebnisse lassen  keine konkrete Aussage über die Beeinflus-

sung einer Entzündungsreaktion durch die Bestrahlung zu.  

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich gängige Krebstherapien 

nicht nur positiv auf den Primärtumor, sondern auch auf die Anzahl der Me-

tastasen auswirken (s. Alu-PCR Ergebnisse). Aufgrund der zu geringen An-

zahl der auszuwertenden immunhistochemischen Markierungen und der 

großen Schwankungsbreite, ist es jedoch nicht möglich eine Aussage über 

eine verstärkte Entzündungsreaktion im Primärtumor durch die Bestrahlung 

zu treffen. 





 87 

6 Summary 

Effects of radio- and radiochemotherapy on primary tumours and spon-

taneous distant metastases in xenograft models of human small cell lung 

cancer. 

Lung cancer is the most common cause of death in male cancer patients 

(23,6%) and the second most common in female patients (13,8%). From all 

of the histological types of lung cancer, 13% are classified as small cell lung 

cancers (SCLC). As in most other cancers, the majority of lung cancer pa-

tients die from distant metastases and not from the primary tumor. SCLC is 

characterized by an early dissemination of the cancer cells so that the first 

line therapy is predominantly a combined radio- and chemotherapy, to which 

SCLC is generally initially very sensitive. SCLC is therefore an obvious 

candidate to investigate the effects of radiochemotherapy on cancer metasta-

sis. Two different human SCLC cell lines (OH-1 and H69) were used to in-

vestigate whether metastatic progression might be influenced by radiotherapy 

and/or chemotherapy as it has been proposed in the literature. As many can-

cer patients are treated with radiotherapy, these results challenge the common 

therapy and have catalyzed my investigation into a clinically relevant xeno-

graft model of spontaneous metastasis.  

One million SCLC cells were injected (subcutan) into the right lower flank of 

the SCID mice. After tumors had developed, tumor bearing animals were 

grouped into five arms according to different therapies:  

1) K = first control group. Mice of the control group did not receive any 

therapy. They were sacrificed one day after the other animals were 

treated the first time.  

2) RT = radiation therapy. These mice were given radiation therapy on five 

consecutive days, each day a dose of 10 Gy.  
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3) RChT = These mice received a combination of radio- and chemotherapy 

consisting of 6 mg/kg Cisplatin on day one.  

4) ChT = chemotherapy. Mice belonging to this group were only treated 

with chemotherapy   (Cisplatin on day one). 

5) E = second control group. These animals did not receive any therapy. 

They were sacrificed together with treated mice (day 15). 

 

DNA from blood, bone morrow, lung, liver and brain was isolated and Alu-

PCR (using human specific sequences) was performed to quantify human 

tumor cells.  

The results show that radiotherapy and the combination of radio- and chemo-

therapy decreased the number of circulating tumor cells (CTC) in the blood. 

In addition disseminated tumor cells (DTC) were also reduced in lung and 

liver. The numbers of DTCs in bone marrow and brain were not decreased. 

However, the numbers of cells in these tissues were not increased during the 

time without any therapy. Chemotherapy alone neither decreased CTC nor 

DTC numbers.  

The influence of radiotherapy on the primary tumor was also investigated. 

Therefore the tumor volume at the beginning of the therapy has been estimat-

ed and was compared to the tumor weight at the end of the experiments. It 

could be shown that the tumor weight decreased due to radiotherapy.  

The primary tumors treated with radiotherapy showed an increased part of 

necrosis (HE) and apoptosis as determined in the Feulgen stain. The number 

of microvessels (S1P1) and proliferative tumor cells (Ki67) were decreased 

in these tumors compared with primary tumors of the untreated animals. 

The number of immune cells that infiltrated the tumor through radiotherapy 

is detected by immunohistochemistry using staining for pan-leucocytes 

(CD45), macrophages, natural killer cells (CD11b) and dendritic cells (BSA-

1). A various infiltration of immune cells could be shown. In some primary 

tumors the number of these cells was increased by radiotherapy whereas in 
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other primary tumors (of the same group) showed no difference to the control 

tumors. Therefore the results do not give a clear indication whether radio-

therapy increases inflammatory process. 

The results confirm the clinical observation that radiotherapy destroys prima-

ry tumors as well as decreases the number of spontaneous metastases.  
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Anhang 

Scoringliste Antrag 

 
 

Belastungsscore/Abbruchkriterien

Punktewertung
2,3

I Körpergewicht

bezogen auf Ausgangsgewicht  [  ]

bezogen auf Kontrollgruppe       [X]

unbeeinf lusst oder Anstieg 0

Reduktion > 10 % 10

Reduktion > 20 % 20

II Allgemeinzustand

Fell glatt, glänzend, anliegend; Körperöffnungen sauber 0

Fell stumpf, gesträubt; Augen trüb 5

verklebte oder feuchte Körperöffnungen; unnormale Haltung; hoher Muskeltonus; Dehydratation 10

Krämpfe; Lähmungen; Atemgeräusche; Tier fühlt sich kalt an 20
III Spontanverhalten

normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf  Anblasen und Berührung, Neugier, Sozialkontakte) 0

ungew öhnliches Verhalten, eingeschränkte Motorik oder Hyperkinetik 5

Isolation; Schmerzäußerungen; Apathie; ausgeprägte Hyperkinetik bzw . Stereotypien; Koordinationsstörungen 10

Automutilation 20

IV Versuchsspezifische Kriterien

Primärtumor an Injektionsstelle

kein Tumor sonografisch nachw eisbar 0

Tumorvolumen bis 1 ml 5

Tumorvolumen ab 1 ml 10

Exulceration des Tumors 20

Bewertung, Maßnahmen Punktsumme

keine Belastung 0

geringe Belastung: sorgfältig weiter beobachten (1x tägl), evtl unterstützende Maßnahmen 

                            (z.B. Wärmezufuhr, Spezialfutter) 5-9

mittelgradige Belastung: ggf. medizinische Versorgung einleiten (Analgesie, Antibiotikum)

                                    längerandauernd als 72 h gilt als hochgradige Belastung 10-19

hochgradige Belastung:Tierschutzbeauftragten konsultieren; tierärztliche Versorgung einleiten; 

                                  ggf. Tier einschläfern 20 oder höher

Bemerkungen:
1 

Diese Punkte müssen von dem Antragsteller ergänzt werden.

2 
Punktzahl (0/5/10/20) wird pro Zeile 1x vergeben sobald ein Kriterium erfüllt ist. Auch bei 

mehreren positiven Befunden pro Zeile kommt es zu keiner Addition der Punkte pro Zeile.
3 Punkthöhe bei I-III nicht verändern 

Abbruchkriterien zu Antrag: Der Einfluss von Bestrahlung, Chemotherapie und simultaner 

Radiochemotherapie auf die Metastasierung in Xenograftmausmodellen

Beobachtungsintervalle: Nach Implantation der Tumorzellen 1x täglich; postinterventionell 2x 
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Vorstellung erster Ergebnisse der ALU-PCRs, dargestellt als Boxplots, auf 

einer UKE internen Veranstaltung in Wilsede im April 2014 (Vor-

trag) 

Vortrag der Ergebnisse der ALU-PCRs, dargestellt als Boxplots, auf einer 

UKE internen Veranstaltung (UCCH Retreat in Jesteburg) im Au-

gust 2014. 

Vortrag der Ergebnisse aller ALU-PCRs und Ergebnisse der S1P1-, Ki67-

Markierungen sowie der HE- und Feulgenfärbung auf dem UKE in-

ternen UCCH Retreat im August 2016. 
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