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1 Einleitung  

1.1 Hepatozelluläres Karzinom 

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist der fünfthäufigste Tumor bei Männern, 

siebthäufigste bei Frauen und stellt die dritthäufigste Ursache für den Tod durch 

eine  

Tumorerkrankung dar [1]. Das Auftreten des HCC lässt eine unterschiedliche 

geographische Verteilung erkennen, die häufigsten Fälle vorrangig in Süd-

ostasien und Subsahara-Afrika, während die westliche Welt eine relativ geringe 

Inzidenz zeigt, jedoch eine steigende Tendenz zu verzeichnen ist [2]. Häufig tritt 

das HCC auf dem Boden einer Leberzirrhose auf, wobei deren Schweregrad 

einen Risikofaktor an sich darstellt [3]. Zu den weiteren gesicherten Risikofakto-

ren gehören die chronische Hepatitis-B-Infektion, welche hauptsächlich in den 

asiatischen und afrikanischen Ländern südlich der Sahara zu finden ist, die 

chronische Hepatitis-C-Infektion, eher in der westlichen Welt, sowie die Exposi-

tion gegenüber Aflatoxinen und die alkoholtoxische Leberzirrhose [2, 3]. Ange-

borene und erworbene Stoffwechselerkrankungen wie eine Hämochromatose, 

ein α-1-Antitrypsinmangel sowie ein Diabetes mellitus Typ 2 stellen weitere 

mögliche Ursachen für die Entstehung eines HCC dar. Hierbei fehlt die Leber-

zirrhose jedoch häufig. Das Auftreten eines HCC in einer nicht-zirrhotischen 

Leber lässt sich in fast 20 % der Gesamtfälle beobachten [4].  

Die Therapie des HCC erfolgt stadiengerecht. In den Frühstadien kommen ku-

rative operative Therapien wie die Resektion oder Lebertransplantation in Fra-

ge, wohingegen in fortgeschrittenen Stadien eher palliative Behandlungsmög-

lichkeiten wie konventionelle Chemotherapie, Chemoembolisation, Radiofre-

quenzablation und palliatives Management im Vordergrund stehen [5]. In den 

letzten Jahren werden zunehmend neue Chemotherapieoptionen untersucht. 

Hierbei ist vor allem die zielgerichtete systemische Therapie durch Inhibition 

von Tyrosinkinasen zu nennen [6]. Seit 2007 ist der Multikinase-Inhibitor So-

rafenib (Nexavar®, Bayer Pharma AG) zur Behandlung des HCC in der Europä-

ischen Union zugelassen [7, 8].  
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1.2 Hormoninduzierte Hepatokarzinogenese durch Östrogene 

Es ist belegt, dass die langjährige Einnahme synthetischer Östrogene zur ora-

len Kontrazeption zum Auftreten hepatozellulärer Adenome (HCA) bei Frauen 

führen kann [9]. Die Entstehung von HCC wurde tierexperimentell beobachtet. 

Beim Menschen ist dieser Zusammenhang jedoch nicht gesichert [10, 11].  

Die Karzinogenese lässt sich vereinfacht als ein Dreistufenmodell darstellen. 

Während der Initiation kommt es durch ein Kanzerogen zu einer Mutation im 

Genom der Zelle. Kann diese nicht durch Reparaturmechanismen eliminiert 

werden, folgt eine Wachstumsförderung, die Promotion, und schließlich eine 

irreversible maligne Transformation der Zelle [12]. Dabei sind Östrogene starke 

Promotoren, die eine, über die Östrogenrezeptoren vermittelte, Steigerung des 

Zellwachstums und der Proliferation bewirken [13, 14]. Daneben gelten sie auch 

als Initiatoren, da sie auch direkte und indirekte genotoxische Effekte durch z.B. 

DNA-Adduktbildung oder durch Entstehung freier Radikale während des Hor-

monmetabolismus haben [14, 15]. Zudem interagieren Östrogene mit dem EGF 

und fördern die DNA-Synthese [16].  

Um die Auswirkungen endogener Östrogene auf die Leber zu untersuchen, 

wurde ein tierexperimentelles Transplantationsmodell etabliert. Hierbei wurden 

weibliche Ratten ovarektomiert und Fragmente dieser Ovarien über den Pfort-

aderhauptstamm in periphere kleine Venenäste transplantiert. Nach dem An-

wachsen bildeten sie dort, in den hormonellen Regelkreis eingebunden, Östro-

gene. Die Ergebnisse dieses Modells zeigten, dass ein lokales Überangebot an 

körpereigenen Östrogenen zu präneoplastischen Herden in der Leber sowie 

auch zur Entwicklung von HCAs bzw. HCCs im Langzeitversuch führt [17, 18].  

Präneoplastische Herde sind morphologisch veränderte Hepatozyten, die selbst 

noch keine Tumoren darstellen, jedoch mit einem deutlich erhöhten Risiko für 

die Entstehung einer benignen oder malignen hepatozellulären Neoplasie ein-

hergehen [19]. Drei Wochen nach Transplantation kam es in den bereits veröf-

fentlichten Experimenten nach intrahepatischer Ovarfragmenttransplantation bei 

ovarektomierten Ratten zu morphologischen Alterationen von Hepatozyten in 

der unmittelbaren Umgebung der Transplantate im Sinne von Präneoplasien. 

So konnten ein Verlust an Glykogen, ein amphophiles Zytoplasma, ein Anstieg 



1 Einleitung 

10 

 

der Proliferationsaktivität und der apoptotischen Eliminierung sowie Aktivitäts-

veränderungen von Schlüsselenzymen des Kohlenhydratstoffwechsels nach-

gewiesen werden [17]. Während der Langzeitstudie kam es zur Ausbildung von 

HCAs und HCCs, deren zytologischer Aspekt dem der präneoplastischen Herde 

sehr ähnlich ist. Zusätzlich war bei den meisten Neoplasien eine verstärkte Ex-

pression von TGF-α zu verzeichnen. In diesen Experimenten konnten sowohl 

die präneoplastischen Leberherde als auch die Entwicklung zu hepatozellulären 

Tumoren durch die Gabe des Östrogenrezeptorantagonisten Toremifen verhin-

dert werden [18].  

Auch in der vorliegenden Arbeit wurde dieses tierexperimentelle Transplantati-

onsmodell verwendet, um (prä)neoplastische Veränderungen in der Leber zu 

erzeugen. 

 

1.3 Epidermal Growth Factor Rezeptor und Transforming Growth 

Factor alpha 

Der Epidermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) ist ein Transmembranrezeptor 

und besitzt eine intrinsische Tyrosinkinaseaktivität. Er kommt auf allen Epithel- 

und Bindegewebszellen sowie auch glatten Muskelzellen vor, ermöglicht die 

Übermittlung extrazellulärer Signale nach intrazellulär und aktiviert intrazelluläre 

Signalkaskaden, welche zu Zellproliferation, -migration und -entwicklung führen 

[20]. EGFR gehört zur Familie der ErbB-Proteine, welche aus insgesamt vier 

Rezeptoren besteht: EGFR (ErbB-1/HER1), HER2 (ErbB-2/neu), ErbB-3 

(HER3) und ErbB-4 (HER4). Alle vier bestehen jeweils aus einer extrazellulären 

Ligandenbindungsstelle, einem transmembranären Segment sowie einer zyto-

plasmatischen Tyrosinkinase. Die Aktivierung der Tyrosinkinase erfolgt durch 

Bindung verschiedener Liganden, z.B. EGF und Transforming Growth Factor 

alpha (TGF-α) am EGFR [21]. Tierexperimentell konnte nachgewiesen werden, 

dass EGF die Proliferation epithelialer Zellen stimuliert [22]. Die Überexpression 

von EGFR führt zu einem erhöhten Ansprechen der Zelle auf Wachstumsfak-

torkonzentrationen, welche normalerweise nicht die Proliferation fördern und 

stellt somit einen entscheidenden Faktor in der Entwicklung verschiedener Tu-
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moren dar [23], z.B. in Tumoren des Magen-Darm-Trakts, des Gehirns und der 

Lunge [24]. Ein weiterer Ligand des EGFR ist TGF-α, welcher dem EGF struktu-

rell sehr ähnlich ist [25]. Er spielt eine wichtige Rolle beim Wachstum und der 

Regeneration von gesunden epithelialen Zellen. Jedoch kann eine Überexpres-

sion in Hepatozyten, wie tierexperimentell an transgenen Mäusen gezeigt wer-

den konnte, zur Entwicklung maligner hepatozellulärer Tumoren führen [26]. 

Hepatozyten selbst produzieren TGF-α und mittels einer autokrinen Schleife 

wird das Tumorwachstum stimuliert. Schon frühe Tumorstadien zeigen dann 

eine erhöhte TGF-α Expression [27]. Durch die Aktivierung des EGFR mittels 

seiner Liganden werden mehrere intrazelluläre Signalkaskaden in Gang ge-

setzt. Bei der Hepatokarzinogenese sind die über die Proteinkinase B (Akt)/ 

mammalien target of Rapamycin (mTOR) sowie Rat sarcoma (Ras)/ Mitogen-

aktivierte Proteinkinase (MAPK) vermittelten Pfade zu nennen [28]. Die Blocka-

de von EGFR und seiner Liganden EGF und TGF-α gewinnt in der zielgerichte-

ten Tumortherapie zunehmend an Bedeutung. So lässt sich EGFR extrazellulär 

durch Antikörper oder intrazellulär durch Inhibition der Rezeptor-Tyrosinkinase 

blockieren [24]. In der vorliegenden Arbeit wurde Gefitinib (Handelsname: 

Iressa®, Astra Zeneca, Wedel) für die intrazelluläre Inhibition der Rezeptor-

Tyrosinkinase gewählt.  

 

1.4 Gefitinib 

Der oral bioverfügbare Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor gehört chemisch zu den 

4-Anilinochinazolinen [29]. Dieses „small molecule“ hemmt den EGFR intrazel-

lulär reversibel und selektiv, wobei der genaue Aufnahmemechanismus in die 

Zelle noch unklar ist [30]. Es konkurriert kompetitiv mit Adenosintriphosphat 

(ATP) um dessen Bindungsstelle an der Tyrosinkinase des EGFR. Dadurch 

inhibiert es die durch den EGFR vermittelten Signalkaskaden, hemmt somit das 

Zellwachstum und wirkt Apoptose fördernd [31]. Es kommt zur Abnahme des 

Tumorwachstums, welche sowohl zytostatisch als auch durch Apoptose bedingt 

ist [32]. In klinischen Studien der Phasen I-III konnte eine Verlängerung des 

progressionsfreien Überlebens beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom ge-

zeigt werden [33] und seit 2009 ist Gefitinib zur Behandlung des fortgeschritte-
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nen nichtkleinzelligen Bronchialkarzinoms bei Patienten mit EGFR-Mutationen 

in Europa zugelassen [34]. Auch wird ein Einsatz zur Behandlung weiterer Tu-

morentitäten diskutiert [35]. Aktuell wurde Gefitinib bei resektablen HCC in ad-

juvanter Intention bei 23 Patienten eingesetzt. Allerdings stehen die Ergebnisse 

der Phase III Studie derzeit noch aus [36]. Eine signifikante Reduzierung des 

Auftretens von hepatozellulären Karzinomen durch Gefitinib konnte tierexperi-

mentell in Ratten, welche eine Diethylnitrosamin, also chemisch induzierte Le-

berzirrhose entwickelten, nachgewiesen werden [37].  

 

1.5 Zielstellung 

Mit der Ovarfragmenttransplantation in die Portalvene bei ovarektomierten Rat-

ten konnte ein Modell zur Auslösung von präneoplastischen Leberzellverände-

rungen bis hin zur Entstehung von Neoplasien aufgrund eines lokalen Überan-

gebots an endogenen Östrogenen geschaffen werden. Dieses stellt auch die 

Grundlage dieser Arbeit dar. Dabei soll untersucht werden, ob sich die Progres-

sion der hormonell induzierten Hepatokarzinogenese auf Ebene der initiierten 

Leberherde durch die orale Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib inhibie-

ren lässt. Zudem soll der Frage nachgegangen werden, inwieweit sich die Ex-

pression von EGFR und TGF-α im Rahmen der östrogeninduzierten Hepatokar-

zinogenese mittels Gefitinib beeinflussen lässt, um die Bedeutung beider Prote-

ine in der Hepatokarzinogenese besser zu charakterisieren.  



2. Material und Methoden 

13 

 

2. Material und Methoden 

2.1 Versuchstiere  

Für die Versuche wurden weibliche Lewis-Ratten (Inzuchtstamm) verwendet, 

welche von der Firma Harlan (Borchen, Deutschland) bezogen wurden. Zum 

Transplantationszeitpunkt wogen die Tiere zwischen 175 g und 295 g. Sie wur-

den jeweils zu zweit in Makrolon Typ 3 Käfigen (Ebeco, Castrop-Rauxel, 

Deutschland) gehalten. Die Raumtemperatur betrug konstant 24 °C und die 

Luftfeuchtigkeit zwischen 50 % und 60 %. Um einen gleichmäßigen Tag-Nacht-

Rhythmus zu erzeugen, wurde der Raum jeweils zwölf Stunden belichtet bzw. 

verdunkelt. Gefüttert wurde mit Alleinfuttermittel für Mäuse und Ratten von der 

Firma Ssniff® (Soest, Deutschland) und Leitungswasser. Beides war den Ver-

suchstieren jederzeit frei zugänglich. Gewogen wurden die Tiere zum Zeitpunkt 

der Transplantation, sieben Tage nach der Transplantation sowie am Tötungs-

tag. 

Die dieser Arbeit zugrundeliegenden tierexperimentellen Untersuchungen wur-

den durch das Landesamt für Landwirtschaft, Lebensmittelsicherheit und Fi-

scherei Mecklenburg- Vorpommern gemäß § 8 des Tierschutzgesetzes geneh-

migt. 

 

2.2 Versuchsgruppen 

Hauptgruppe 1 (HG 1) - 15 weibliche Ratten, welche ovarektomiert und 

ovartransplantiert wurden. Sie bekamen kein Gefiti-

nib und wurden nach 3 Monaten getötet. 

Hauptgruppe 2 (HG 2) - 15 weibliche Ratten, welche ovarektomiert und 

ovartransplantiert wurden. Sie bekamen über 2 Wo-

chen vor dem Töten Gefitinib und wurden nach 3 

Monaten getötet.  

Hauptgruppe 3 (HG 3) - 15 weibliche Ratten, welche ovarektomiert und 

ovartransplantiert wurden. Sie bekamen kein Gefiti-

nib und wurden nach 12 Monaten getötet. 
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Hauptgruppe 4 (HG 4) - 15 weibliche Ratten, welche ovarektomiert und 

ovartransplantiert wurden. Sie bekamen über 2 Wo-

chen vor dem Töten Gefitinib und wurden nach 12 

Monaten getötet. 

Hauptgruppe 5 (HG 5) - 15 weibliche Ratten, welche ovarektomiert und 

ovartransplantiert wurden. Sie bekamen über 3 Mo-

nate vor dem Töten Gefitinib und wurden nach 12 

Monaten getötet. 

Kontrollgruppe 1 (KG 1) - 10 weibliche Ratten, welche weder ovarektomiert 

noch -transplantiert wurden. Sie bekamen kein Gefi-

tinib vor dem Töten und wurden nach 3 Monaten ge-

tötet. 

Kontrollgruppe 2 (KG 2) - 10 weibliche Ratten, welche weder ovarektomiert 

noch -transplantiert wurden. Sie bekamen über 2 

Wochen Gefitinib vor dem Töten und wurden nach 3 

Monaten getötet. 

Kontrollgruppe 3 (KG 3) - 10 weibliche Ratten, welche weder ovarektomiert 

noch -transplantiert wurden. Sie bekamen kein Gefi-

tinib und wurden nach 12 Monaten getötet. 

Kontrollgruppe 4 (KG 4) - 10 weibliche Ratten, welche weder ovarektomiert 

noch -transplantiert wurden. Sie bekamen über 2 

Wochen Gefitinib vor dem Töten und wurden nach 

12 Monaten getötet. 

Kontrollgruppe 5 (KG 5) - 10 weibliche Ratten, welche weder ovarektomiert 

noch -transplantiert wurden. Sie bekamen über 3 

Monate Gefitinib vor dem Töten und wurden nach 12 

Monaten getötet. 
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2.3 Ovartransplantation 

Es wurden keine zusätzlichen Spendertiere benötigt, da die jeweils entnomme-

nen Ovarien direkt als Spenderorgane für andere Tiere verwendet werden 

konnten. Es handelt sich aufgrund der Transplantation innerhalb eines Inzucht-

stammes um eine isologe Transplantation. 

 

2.3.1 Narkose 

Die etwa 30 Minuten dauernde Allgemeinanästhesie wurde durch eine Kombi-

nation aus Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht) und Xylazin (40 mg/kg Körper-

gewicht) erreicht. Dieses Gemisch wurde den Tieren mittels einer Feinspritze 

mit einer 0,6 mm durchmessenden Kanüle intraperitoneal injiziert. Während der 

gesamten Narkose atmeten die Tiere selbstständig. 

 

2.3.2 Ovarektomie 

Nach Einsetzen der Allgemeinanästhesie wurde der Bauch der Tiere rasiert und 

es erfolgte die Fixation des Tieres in Rückenlage auf einem Operationstisch. Es 

folgte eine mediane Laparotomie nach der Desinfektion des Operationsberei-

ches mit 70 %igem Alkohol. Mit Hilfe von Pinzetten wurden die retroperitoneal 

gelegenen Ovarien aufgesucht. Die Arteria ovarica wurde beidseits abge-

klemmt, mit Catgut abgebunden und das Organ mittels Scherenschlag entfernt. 

Die so gewonnenen Ovarien wurden sofort in eisgekühlte Hanks Lösung 

(Hanks’ Balanced Salt Solution, ohne NaHCO3 mit Phenolrot, 10 %, pH 7,2, 

Biochrom AG) überführt. Da die Ovarektomien und Transplantationen über-

kreuzt stattfanden, konnte die Transplantation unmittelbar auf die Ektomie der 

Ovarien folgen. 

 

2.3.3 Präparation der Ovartransplantate 

Das Fettgewebe wurde mittels Feinpinzetten von den Ovarien entfernt, die frei 

präparierten Organe mit Hilfe von Rasierklingen mechanisch zerkleinert und die 



2. Material und Methoden 

16 

 

so entstanden Ovarfragmente von ca. 150-300 µm Größe in gekühlte Hanks 

Lösung überführt. Die Fragmente von ein bis zwei Ovarien wurden in eine Fein-

spritze aufgezogen. 

 

2.3.4 Transplantation  

Nach in 2.3.2 beschriebener Ovarektomie erfolgte das Abdecken des Operati-

onsgebietes mit einem sterilen Lochtuch. Das Darmkonvolut wurde nach links 

extraabdominell verlagert und mit einer in steriler, 37 °C warmer 0,9 %iger Nat-

riumchloridlösung getränkten Kompresse abgedeckt. Durch diese Art der 

Darmverlagerung lag die Pfortader frei und ein weiteres Freipräparieren dieser 

war nicht nötig. Um Lebergewebe ohne Transplantate zu erhalten, welches als 

interne Kontrolle diente, wurde der linke Pfortaderhauptast mit einer Gefäß-

klemme vor der Transplantation verschlossen. Die Ovarfragmente wurden zu-

sammen mit 0,8 ml Hanks Lösung mittels einer 0,7 mm durchmessenden Kanü-

le langsam in die Pfortader injiziert. Durch mehrmalige Aspiration und Reinjekti-

on wurde das Ausschwemmen von in der Spritze verbliebener Reste gewähr-

leistet. Nach dem Entfernen der Kanüle wurde die Blutstillung durch manuelle 

Kompression der Punktionsstelle für etwa drei bis fünf Minuten erreicht. Unmit-

telbar nach Beginn der Blutstillung erfolgte die Freigabe des linken Leberlap-

pens, sodass die maximale Ischämiezeit zwei Minuten betrug. Im Anschluss 

wurde das Darmkonvolut zurück nach intraabdominell verlagert und die Bauch-

decke zweischichtig verschlossen, d.h. das Peritoneum und die Bauchmuskula-

tur mit einer fortlaufenden Fadennaht, die Bauchhaut mittels Klammernaht. Die 

Tiere erwachten etwa 20 Minuten nach Beendigung der Transplantation. 

 

2.4 Gabe des EGF-Rezeptorblockers Gefitinib 

Entsprechend der Gruppeneinteilung erhielten die Tiere über 3 Monate bzw. 2 

Wochen vor dem Tötungszeitpunkt Gefitinib (Handelsname: Iressa®, Astra 

Zeneca, Wedel) gelöst in 1,5 %iger Carboxylmethylcellulose. Dabei betrug die 

Konzentration des Gefitinibs bei der 2-wöchigen Gabe 20 mg/kg Körpergewicht. 

Unter der Gabe dieser Dosis über 3 Monate zeigten sich ein vermehrter Ge-
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wichtsverlust und eine Verschlechterung des Allgemeinbefindens, sodass die 

Dosis für die 3-monatige-Gabe auf 10 mg/kg Körpergewicht halbiert wurde. Die 

an das Körpergewicht adaptierte Gefitinibmenge wurde den Tieren täglich oral 

mittels einer Schlundsonde und Feinspritze verabreicht.  

 

2.5 Applikation des Proliferationsmarkers Bromodesoxyuridin 

Sieben Tiere der jeweiligen Hauptgruppen sowie fünf Tiere der Kontrollgruppen 

erhielten sieben Tage vor dem Tod zur Registrierung längerfristiger Proliferati-

onssteigerungen eine osmotische Minipumpe (Osmotic Pump Model 2ml, 10 

µl/h 7 Tage, ALZET) mit 40 mg Bromodesoxyuridin (BrdU, SIGMA) gelöst in 2 

ml 0,9 %iger Natriumchloridlösung. Die Pumpe wurde unter einer kurzen Äther-

narkose subkutan zwischen die Schulterblätter implantiert. Dafür wurde die ent-

sprechende Hautstelle rasiert, mit 70 %igem Alkohol desinfiziert und es erfolgte 

eine 2 cm lange Inzisur, die nach Einsetzen der Pumpe mit drei Klammernähten 

wieder verschlossen wurde.  

Den übrigen Tieren wurde 20 mg Bromodesoxyuridin in 2 ml 0,9 %iger Natri-

umchloridlösung gelöst eine Stunde vor dem Tod injiziert: 1 ml dieses Ge-

mischs subkutan, 1 ml intraperitoneal. 

 

2.6 Gewebspräparation 

Die Tötung der Tiere erfolgte durch die Gabe einer Überdosis des in 2.3.1 be-

schriebenen Narkosegemisches. Es folgten eine Fixierung in Rückenlage auf 

dem Operationstisch sowie eine großzügige mediane Laparotomie. Das Darm-

konvolut wurde nach rechts auf die Bauchdecke verlagert und die Aorta mit Hil-

fe von Pinzetten frei präpariert. Anschließend wurde sie mit einer 20 G Braunüle 

punktiert und dabei ca. 3 ml arterielles Blut entnommen, welches zehn Minuten 

bei 5000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert wurde. Das so gewonnene Se-

rum wurde in Kryoröhrchen abpipettiert und in flüssigem Stickstoff für spätere 

Untersuchungen eingefroren. Danach wurde eine Spüllösung (Ringerlösung, 4 

% Dextran, 0,5 % Procain, pH 7,4) mittels eines Infusionssystems angeschlos-
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sen. Um das Gefäßsystem freizuspülen und einen offenen Kreislauf herzustel-

len, wurde die Vena cava inferior eröffnet. Die linke Niere und der Lebermittel-

lappen wurden abgeklemmt und abgesetzt. Anschließend wurde eine Fixations-

lösung (Ringerlösung, 3 % Paraformaldehyd, 4 % Dextran, 2 % Glutaraldehyd, 

pH 7,4) angeschlossen, um eine Perfusionsfixation der Organe zu erreichen. 

Der abgesetzte Lebermittellappen wurde zunächst nach linker und rechter Hälf-

te getrennt, bevor er in 1 mm dicke Scheiben geschnitten wurde. Diese wurden 

auf Löschpapier gelegt und zusammen mit der halbierten Niere über Methylbu-

tan in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und bei -80 °C für weitere Untersu-

chungen gelagert. 

Das verbliebene Lebergewebe sowie das Gehirn, die Hypophyse, die rechte 

Niere, die Schilddrüse und ein Darmstück wurden nach der Perfusionsfixierung 

entnommen und in Nachfixlösung (3 % Paraformaldehyd) gegeben. Das Thora-

xpaket, die Milz, das Pankreas, Uterus und gegebenenfalls die Ovarien wurden 

nach der Entnahme in gepuffertem Formaldehyd 4,5 % weiter fixiert. Nach der 

weiteren Fixierung von mindestens 24 h erfolgte das Zuschneiden der Leber 

sowie der restlichen Organe in mehrere Scheiben und die Einbettung in Paraf-

fin. Danach wurden aus den Paraffinblöcken Schnitte von 1-2 µm Dicke ange-

fertigt. 

 

2.7 Morphologische Untersuchungen 

2.7.1 Konventionelle Lichtmikroskopie 

Von den Schnittpräparaten wurden eine Hämatoxilin und Eosinfärbung (HE-

Färbung) und die Perjodsäure-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion) jeweils dersel-

ben Schnittserie angefertigt, welche die Beurteilungsgrundlage des Lebergewe-

bes, der Transplantate sowie der restlichen Organe darstellten.  
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2.7.2 Immunhistochemische Untersuchung von BrdU und Bestimmung der 

Proliferationsaktivität 

Bei allen Tieren wurde von mehreren Leberscheiben derselben Schnittserie 

eine immunhistochemische Darstellung der BrdU-Markierungen angefertigt.  

Zunächst erfolgten die Entparaffinierung in Xylol und absteigender Alkoholreihe 

sowie eine Hitzevorbehandlung des Schnittes in Citratpuffer (Merck, Darm-

stadt), um Proteinvernetzungen zu lösen und verdeckte Antikörperbindungsstel-

len frei zu legen. Mit Hilfe von 0,1 %iger Protease (Sigma, Hamburg) wurde der 

Schnitt für 10 min angedaut und anschließend mit destilliertem Wasser gewa-

schen. Die Destruktion der Tertiärstruktur der DNA-Helix wurde durch 60 minü-

tiges Verweilen in 95 %igem Formamid (Roth, Karlsruhe) bei 70 °C im Wasser-

bad erreicht. Anschließend wurde mit destilliertem Wasser gespült und in TRIS-

Puffer eingestellt. Es folgten eine 30 minütige Inkubation mit 3 %iger Wasser-

stoffperoxidlösung (DAKO, Hamburg), Spülung mit TRIS-Puffer sowie 10 minü-

tige Inkubation in 20 %igem Schweinenormalserum (DAKO, Hamburg) verdünnt 

mit TRIS-Puffer. Die Inkubation mit dem gegen BrdU gerichteten Primärantikör-

per (DAKO, Hamburg), in einem Verhältnis von 1:100, erfolgte über Nacht. Da-

nach wurde erneut mit TRIS-Puffer gespült. Für die weiteren Schritte wurde das 

LSAB+ Kit (DAKO, Hamburg) verwendet. Es folgten die 30 minütige Inkubation 

mit biotinyliertem Sekundärantikörper (biotinylierte anti-Maus IgG, DAKO 

LSAB+ Kit, Peroxidase), die nochmalige Spülung mit TRIS-Puffer sowie die Zu-

gabe des Peroxidase Komplexes für 30 min. Nach erneuter Spülung mit TRIS-

Puffer wurde der Schnitt für 10 min. mit dem Farbstoff Diaminobenzidin inku-

biert. Dieser regierte mit den umgesetzten Peroxiden und wurde mit destillier-

tem Wasser abgespült. Zuletzt erfolgten eine HE-Färbung und das Eindecken 

des Gewebsschnittes mit Roti-Histokit (Roth). 

Der BrdU-Labeling-Index gibt den Anteil der BrdU-positiven Hepatozytenkerne 

in Prozent an. 

Um die Proliferationsaktivität des Lebergewebes zwischen den einzelnen Ver-

suchsgruppen vergleichen zu können, wurde der BrdU-Labeling-Index von den 

Tieren der Haupt- und Kontrollgruppen ermittelt, welche jeweils eine BrdU-

Applikation 7 Tage vor dem Töten, wie unter 2.5 beschrieben, erhielten. Bei 
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Tieren der HG 3 und HG 5 wurde zusätzlich der BrdU-Labeling-Index nach Ap-

plikation des Proliferationsmarkers eine Stunde vor dem Tod bestimmt. 

Bei den Tieren der Hauptgruppen wurde der Anteil der BrdU-positiven Hepato-

zytenkerne in veränderten hepatozellulären Arealen der Transplantatumgebung 

sowie dem Kontrollgewebe aus der linken Leberhälfte bestimmt. Bei den Tieren 

der Kontrollgruppen wurden die Anzahl BrdU-positiver Hepatozytenkerne eben-

falls ermittelt. Insgesamt wurden sowohl in den Herden als auch im Kontrollge-

webe 2000 Hepatozytenkerne für jedes Tier mit einem Durchlichtmikroskop 

(Zeiss, Jena) mit 400-facher Vergrößerung ausgezählt. Zur Vereinfachung der 

Darstellung und des Auszählens wurde eine digitale Kamera (Nikon, Düssel-

dorf) und das Softwareprogramm NIS-Elements BR 3.0 (Nikon, Düsseldorf) 

verwendet. 

 

2.7.3 Immunhistochemische Untersuchung EGFR und TGF-α 

Von einzelnen Tieren aus jeder Versuchsgruppe wurde der EGF-Rezeptor und 

TGF-α immunhistochemisch nachgewiesen. Der Grad der Expression dieser 

Proteine wurde semiquantitativ als niedrig oder hoch bezeichnet. 

Es erfolgte zunächst eine Trocknung der Paraffinschnitte bei 60 °C über Nacht. 

Für die Darstellung des EGFR wurde ein EGFR Antikörper (Leica) mit Antikör-

perverdünnungslösung (Leica) im Verhältnis 1:50 verwendet, für TGF-α, der 

TGF-α Antikörper (Calbiochem) mit Antikörperverdünnungslösung (Leica) in 

einer Verdünnung 1:100. 

Anschließend fand eine Färbung mit dem Bond-Färbevollautomaten (Leica, 

Wetzlar) statt. Dabei wurde der Schnitt zunächst mit Bond Dewax Solution (Lei-

ca) entparaffiniert. Es folgte eine Hitzevorbehandlung bei pH=6 und ein Peroxi-

dase Blocking (Polymer Refine DAB, Leica) über 10 min. Dann wurden die 

Schnitte für 60 min. mit dem Primärantikörper inkubiert. Ein Post-Primary-Block 

(Leica) verhinderte unspezifische Polymerbindungen. Durch die Zugabe eines 

weiteren Polymers wurde eine stärkere Anfärbung erreicht. Dann erfolgten die 

Visualisierung (Mixed-DAB-Refine-Kit, Leica) für 20 min. und eine Gegenfär-

bung mit Hämalaun über 8 min. Zuletzt wurden die Schnitte in aufsteigender 
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Alkoholreihe gefolgt von Xylol entwässert und mit Roti-Histokit (Roth) einge-

deckt.  

 

2.8 Statistische Auswertung 

Die Ergebnisse der Gewichtsentwicklung der Haupt- bzw. Kontrollgruppen 1 

und 2 sowie der Haupt- bzw. Kontrollgruppen 3 bis 5 wurden jeweils unterei-

nander mit Hilfe des Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test (Microsoft Excel 2010) auf 

signifikante Unterschiede getestet. Ebenso wurde beim Vergleich korrespondie-

render Haupt- und Kontrollgruppen verfahren. Unterschiede wurden als signifi-

kant gewertet, wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p< 0,05 betrug.  

Beim Vergleich des BrdU-Labeling-Index in Transplantatumgebung und der 

Kontrollseite desselben Tieres wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test für 

gepaarte Stichproben (Microsoft Excel 2010) verwendet. Der BrdU-Labeling-

Index der unterschiedlichen Gruppen, d.h. Haupt- bzw. Kontrollgruppen 1 und 

2, Haupt- bzw. Kontrollgruppen 3-5, sowie korrespondierende Haupt- und Kon-

trollgruppen wurde mit dem Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test (Microsoft Excel 

2010) verglichen. Unterschiede wurden als signifikant gewertet, wenn die Irr-

tumswahrscheinlichkeit p< 0,05 betrug.  
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3 Ergebnisse 

3.1 Gewichtsentwicklung 

Die Tiere aller Hauptgruppen zeigten eine Gewichtszunahme. Die höchste Zu-

nahme bis zum 2-fachen des Ausgangsgewichts wies HG 3, 12 Monate nach 

Transplantation ohne Gefitinibgabe, auf. Diese nahm deutlich stärker zu als die 

anderen zwei Gruppen des Langzeitexperiments mit Gefitinibgabe (Tabelle 1). 

Innerhalb des Langzeitexperiments mit Gefitinibgabe, kam es zur deutlich stär-

keren Gewichtszunahme bei den über 2 Wochen behandelten Tieren (HG 4 vs. 

HG 5). 

Im Kurzzeitexperiment über 3 Monate nach Transplantation kam es nicht zu 

einer stärkeren Gewichtszunahme bei den unbehandelten Tieren (HG 1 ohne 

Gefitinib vs. HG 2 2 Wochen höher-dosiert Gefitinib).  

Auch bei den Tieren der Kontrollgruppen (Tabelle 2), welche nicht ovarekto-

miert und ovartransplantiert wurden, kam es zu einer Gewichtszunahme bis 

zum 1,9-fachen des Ausgangsgewichts in der KG 3 (Langzeitexperiment ohne 

Gefitinib). Signifikante Unterschiede in der Gewichtsentwicklung zeigten sich in 

den Gruppen des Langzeitexperiments. Dabei nahmen die Tiere der KG 4, wel-

che Gefitinib höher-dosiert über 2 Wochen erhielten, deutlich stärker zu, als die 

Tiere mit niedrig-dosierter Gefitinibgabe über 3 Monate. Zudem zeigte sich eine 

deutlichere Gewichtszunahme bei den unbehandelten Tieren im Vergleich zu 

den 3 Monate mit niedriger Dosierung behandelten (KG 3 ohne Gefitinib vs. KG 

5). Der Vergleich der Gewichtsentwicklung zwischen unbehandelten Tieren und 

höher-dosierter 2-wöchiger Gabe unterschied sich nicht.    

Beim Vergleich der Gewichtsentwicklung korrespondierender HG und KG (Ta-

belle 2) wies der Vergleich der Gruppen 2, d.h. Kurzzeitexperiment mit 2-

wöchiger höher-dosierter Gefitinibgabe, einen Unterschied auf. Dabei nahmen 

die ovarektomierten und –transplantierten Tiere mit 2-wöchiger Gefitinibbehand-

lung deutlich stärker zu, als die korrespondierende KG (HG 2 vs. KG 2).  

Eine ausführliche Darstellung findet sich im Tabellenanhang (Tabelle 7.1 und 

7.2).   
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Tabelle 1: Gewichtsentwicklung der Hauptgruppen 

  HG 1 HG 2 HG 3 HG 4 HG 5 

  N= 15 N= 15 N= 15 N= 12 N= 13 

MW 1,25 1,28 2,03 1,77 1,61 

SEM 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 

Test 0,594   0,0002 a 0,009 b 0,0000002 c 

Angegeben ist jeweils der Quotient aus End- und Ausgangsgewicht, Test: Wil-

coxon-Mann-Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind 

fett hervorgehoben 

a: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 3 und 4 

b: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 4 und 5 

c: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 3 und 5 

 

Tabelle 2: Gewichtsentwicklung der Kontrollgruppen und Vergleich kor-

respondierender Haupt- und Kontrollgruppen 

  
KG 1  
N= 10 

KG 2 
N= 10  

KG 3 
N= 10 

KG 4  
N= 10 

KG 5 
N= 10  

MW 1,20 1,19 1,85 1,83 1,60 

SEM 0,01 0,02 0,10 0,05 0,04 

Test 

Test1 

0,674 

0,332 

  

0,037c 

0,837 

0,149 

0,004a 

0,378 

0,041b 

0,805 

Angegeben ist jeweils der Quotient aus End- und Ausgangsgewicht, Test: Wil-

coxon-Mann-Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind 

fett hervorgehoben. Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test zwischen korres-

pondierenden HG und KG, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett 

hervorgehoben. 

a: Vergleich der Gewichtsentwicklung der KG 4 und 5 

b: Vergleich der Gewichtsentwicklung der KG 3 und 5 

c: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 2 und KG 2 
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3.2 Nebenwirkungen unter Gefitinibgabe und Verlust von Versuchs-

tieren 

Bei den Tieren, welche Gefitinib über drei Monate vor dem Tod erhielten, traten 

nach mehrwöchiger Gabe der anfänglichen Dosis von 20 mg/kg Körpergewicht 

vermehrt Stomatitiden, Blepharokonjunktivitiden sowie kahle Hautstellen retro-

aurikulär auf. Zudem waren häufig ein starker Gewichtsverlust und eine Ver-

schlechterung des Allgemeinzustands zu verzeichnen. Es kam zum spontanen 

Versterben von sechs Tieren der HG 5 und zwei der HG 4. Sechs Tiere der HG 

5 mussten aufgrund der rapiden Verschlechterung des Allgemeinzustands trotz 

einer Pause der Gefitinibgabe und folgender Dosisreduzierung frühzeitig getötet 

werden. Infolge des Verlustes von Versuchstieren wurden erneut Tiere für die 

HG 5 transplantiert und von Beginn an eine Gefitinibdosis von 10 mg/kg Kör-

pergewicht appliziert. Auch bei der KG 5 wurde die halbe Dosis gewählt. Unter 

der Dosisreduktion traten nahezu keine unerwünschten Nebenwirkungen mehr 

auf. 

 

3.3 Morphologie der Transplantate und der präneoplastischen Le-

berherde  

Mit Hilfe eines Durchlichtmikroskops (Zeiss, Jena) wurden die Transplantate 

sowie präneoplastischen Herde in der rechten Leberhälfte identifiziert. Die 

Transplantate waren in allen Gruppen vital und fanden sich in den peripheren 

Portalvenenästen. Sie enthielten ovarielles Rindenstroma, proliferierende Folli-

kel in verschiedenen Reifestadien, Gelbkörper sowie vereinzelt Oozyten und 

Corpora albicantia. Die präneoplastischen Herde fanden sich im Abstromgebiet 

der Transplantate. In der HE-Färbung erschienen sie amphophil, d.h. eosinophi-

le und basophile Zellorganellen ließen sich zu gleichem Maße anfärben, sodass 

eine homogene Mischfarbe des Zyoplasmas entsteht. In der PAS-Reaktion 

stellten sich die veränderten Hepatozyten meist glykogenarm dar. Zum Teil lag 

auch eine ungleichmäßige Glykogenverteilung innerhalb der Hepatozyten vor. 

Die Hepatozyten waren teilweise vergrößert, erschienen balloniert und die Le-

berzellbalken waren unregelmäßig konfiguriert.  
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Beispiele sind in den Abbildungen 1-5 zu finden. 

 

3.4 Proliferationsaktivität 

3.4.1 BrdU Applikation über 7 Tage 

Die Proliferationsaktivität, bestimmt durch den BrdU-Labeling-Index, der präne-

oplastischen Herde, konnte 3 Monate nach Ovartransplantation durch eine Gefi-

tinibgabe von 2 Wochen reduziert werden (HG 1 ohne Gefitinib vs. HG 2 2 Wo-

chen Gefitinib). Die Proliferationsaktivität von den präneoplastischen Herden 

war bei beiden Gruppen im Vergleich zum Normalgewebe erhöht. Im Normal-

gewebe kam es nicht zur Reduktion der Proliferationsaktivität durch Gefitinib im 

Vergleich zur unbehandelten Gruppe (Tabelle 3).  

Im Langzeitexperiment (Tabelle 4) fand sich ebenfalls eine deutliche Reduktion 

der Proliferationsaktivität innerhalb der Herde nach 2-wöchiger höher-dosierter 

Gefitinibgabe, welche allerdings durch eine 3-monatige niedrig-dosierte Gefiti-

nibgabe nicht erreicht wurde (HG 3 ohne Gefitinib, HG 4 2 Wochen höher-

dosiert Gefitinib; HG 5 3 Monate niedrig-dosiert Gefitinib). Die Proliferationsrate 

der Herde war in den Gruppen ohne Gefitinib und nach 2-wöchiger höher-

dosierter Gabe im Vergleich zum Normalgewebe deutlich erhöht (HG 3 Herde 

vs. Normalgewebe; HG 4 Herde vs. Normalgewebe). Beim Vergleich der 

Proliferationsaktivitäten der Normalgewebe innerhalb des Langzeitexperiments 

ergaben sich keine Unterschiede  

Innerhalb der Kontrollgruppen (Tabelle 5) zeigte sich im Kurzzeitexperiment 

keine Reduktion der Proliferationsaktivität durch Gefitinib (KG 1 ohne Gefitinib 

vs. KG 2 2 Wochen Gefitinib). Im Langzeitexperiment wurde eine deutliche Re-

duktion der Proliferationsaktivität nach 3-monatiger niedrig-dosierter Gefitinib-

gabe im Vergleich zur Gruppe ohne Gefitinib erreicht (KG 3 ohne Gefitinib vs. 

KG 5 3 Monate Gefitinib). Diese konnte durch eine kürzere höher-dosierte Gefi-

tinibgabe nicht erreicht werden. 

Bei der Betrachtung des Normalgewebes von HG und korrespondierender KG 

(Tabelle 5) zeigte sich eine stärkere Proliferationsaktivität im Langzeitexperi-
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ment in den Gruppen 3 ohne Gefitinibgabe (HG 3 vs. KG 3) sowie den Gruppen 

5 nach 3-monatiger niedrig-dosierter Gefitinibgabe. 

Eine ausführliche Darstellung findet sich im Tabellenanhang (Tabelle 7.3 bis 

7.5).  

Beispiele sind in den Abbildungen 1-5 zu finden. 
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Tabelle 3: BrdU-Labeling-Index der Hauptgruppen 1 und 2 

  
HG 1 
N= 7 

  
HG 2 
N= 6 

  

  Herd  
Normal-
gewebe 

Herd  
Normal-
gewebe 

MW 29,79 2,66 12,67 2,67 

SEM 2,68 0,39 2,64 1,59 

Test 0,001a 1,00 
 

  

Test1 0,0001c   0,01d   

 

Tabelle 4: BrdU-Labeling-Index der Hauptgruppen 3 bis 5 

  
HG 3 
N= 6 

  
HG 4 
N= 7 

  
HG 5 
N= 4 

  

  Herd  
Normal-
gewebe 

Herd  
Normal-
gewebe 

Herd  
Normal-
gewebe 

MW 16,52 5,68 8,73 5,12 13,55 6,29 

SEM 2,47 0,10 0,88 0,94 2,50 0,49 

Test 0,02b 0,57 0,15 0,30 0,43 0,31 

Test1 0,01e   0,02f   0,09   

Angegeben ist jeweils die Proliferationsaktivität in %, Test: Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett hervorge-

hoben, Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test, gepaarte Stichprobe zwischen 

Normalgewebe und präneoplastischen Herden, als signifikant akzeptierte p-

Werte (p< 0,05) sind fett hervorgehoben. BrdU wurde 1 Woche über eine osmo-

tische Minipumpe verabreicht. 

a: Vergleich der HG 1 und 2   

b: Vergleich der HG 3 und 4   

c: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 1 

d: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 2 

e: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 3 

f: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 4 
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Tabelle 5: BrdU-Labeling-Index der Kontrollgruppen und Vergleich kor-

respondierender Haupt- und Kontrollgruppen 

  KG 1 
N= 5  

KG 2  
N= 5 

KG 3 
N= 5 

KG 4  
N= 5 

KG 5  
N= 5  

MW 2,56 1,44 2,67 5,37 1,25 

SEM 0,55 0,41 0,43 1,71 0,19 

Test 

Test1 

0,14 

0,89 

  

0,49 

0,19 

0,002b 

0,07 

0,9 

0,03a 

0,001c 

Angegeben ist jeweils die Proliferationsaktivität in %, Test: Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett hervorge-

hoben. Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test zwischen HG (Normalgewebe) 

und korrespondierender KG, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind 

fett hervorgehoben. BrdU wurde 1 Woche über eine osmotische Minipumpe 

verabreicht. 

a: Vergleich der KG 3 und 5 

b: Vergleich der Proliferationsaktivität Normalgewebe der HG 3 mit KG 3 

c: Vergleich der Proliferationsaktivität Normalgewebe der HG 5 mit KG 5 

 

3.4.2 BrdU Applikation 1 Stunde 

Da der Stichprobenumfang der Tiere im Langzeitexperiment mit 3-monatiger 

Gefitinibgabe und osmotischer BrdU-Pumpe lediglich 4 Tiere aufgrund vorzeiti-

gen Verlustes umfasste, wurde die Proliferationsaktivität auch von den Tieren 

nach Applikation von BrdU 1 Stunde vor dem Töten bestimmt. Hierbei wurde  

die Proliferationsaktivität nach 3-monatiger Gefitinibgabe mit der ohne Gefitinib-

gabe verglichen (Tabelle 6). Auch hier zeigte sich analog zu den Tieren korres-

pondierender Gruppen mit osmotischer BrdU-Pumpe, dass die längere niedrig-

dosierte Gefitinibgabe über 3 Monate nicht zu einer Reduktion der Proliferati-

onsaktivität in den Herden führte (HG 3 ohne Gefitinib vs. HG 5 3 Monate Gefi-

tinib). Jedoch zeigte sich eine deutliche Reduktion der Proliferationsaktivität 

beim Vergleich von Herden und Normalgewebe nach 3-monatiger Gefitinibgabe 

(HG 5) 

Eine ausführliche Darstellung findet sich im Tabellenanhang (Tabelle 7.6).   
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Tabelle 6: BrdU-Labeling-Index der Hauptgruppen 3 und 5 

  
HG 3 
N= 5 

  
HG 5 
N= 5 

  

  Herde 
Normal- 
gewebe 

Herde 
Normal- 
gewebe 

MW 0,83 0,29 1,23 0,22 

SEM 0,24 0,05 0,22 0,03 

Test  0,25 0,28 
 

  

Test1  0,06   0,01a   

Angegeben ist jeweils die Proliferationsaktivität in %, Test: Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett hervorge-

hoben. Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test, gepaarte Stichprobe zwischen 

Normalgewebe und präneoplastischen Herden, als signifikant akzeptierte p-

Werte (p< 0,05) sind fett hervorgehoben. Brdu wurde 1 Stunde vor dem Tod 

verabreicht. 

a: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 5 

 

3.5 EGFR- und TGF-α- Expression der Herde veränderter Hepato-

zyten 

Die Darstellung beider Proteine erfolgte mit Hilfe immunhistochemischer Fär-

bungen. Dabei war das Expressionsmuster des EGFR hauptsächlich memb-

ranös, wohingegen TGF-α eher zytoplasmatisch und nukleär auftrat. 

Nach 3 Monaten wiesen die präneoplastischen Leberherde der HG 1 ohne Gefi-

tinibbehandlung im Vergleich zu den mit 2 Wochen höher-dosiertem Gefitinib 

behandelten Tieren der HG 2 eine höhere EGFR-Expression auf, während die 

TGF-α-Expression sich nicht unterschied. Im extrafokalen Normalgewebe der 

HG im Kurzzeitexperiment zeigte sich eine gleichmäßige niedrigere EGFR- und 

TGF-α-Expression. Ebenso bei den korrespondierenden KG 1 bzw. 2, welche 

jedoch insgesamt geringer war als im Normalgewebe der HG. In den Kontroll-

gruppen des Kurzzeitexperimentes bewirkte die höher-dosierte Gefitinibgabe 

über 2 Wochen keine Reduzierung in der Expression der beiden Proteine. 

Im Langzeitversuch fand sich in der HG 3 ohne Gefitinibgabe die höchste Aus-

prägung von EGFR und TGF-α innerhalb der präneoplastischen Herde. Nach 2-
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wöchiger höher-dosierter Gefitinibgabe war in der HG 4 eine geringere Ausprä-

gung von EGFR sowie TGF-α zu erkennen, welche nach 3-monatiger niedrig-

dosierter Gefitinibgabe in der HG 5 noch niedriger war. Die Betrachtung der 

korrespondierenden KG zeigte eine gleichmäßig niedrige Expression von EGFR 

im Lebergewebe, wie im Kurzzeitexperiment. Dagegen war die Ausprägung der 

TGF-α-Expression von KG 3, d.h. 12 Monate ohne Gefitinib, am stärksten und 

nahm mit zunehmender Länge der Gefitinibgabe in den KG 4 und 5 ab. Die Ex-

pression beider Proteine im Lebergewebe war in den KG insgesamt niedriger 

als bei den HG.  

Beispiele sind in den Abbildungen 1-7 zu finden. 
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Abbildung 1: HG 1, 3 Monate nach intraportaler Ovarfragmenttransplantation ohne 

Gefitinibgabe; zentral Transplantat mit ovariellem Stroma, in Umge-

bung schmaler Saum veränderter Hepatozyten; A: HE-Färbung; B: 

PAS-Reaktion, glykogenarmes Zytoplasma im Herd; C: BrdU-

Immunhistochemie; erhöhte Proliferationsaktivität im Herd im Ver-

gleich zum Herd HG 2 sowie im Vergleich zum Normalgewebe; D-E: 

membranöse EGFR- (D), zytoplasmatische TGF-α-Expression (E) 

 Länge der unteren Bildkante: 2,5 mm 

3.5 Abbildungen 

 

 

 

 

             

 

 

 

    

             

 

 

 

 

 

       

Abbildung 2:  
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E 

Abbildung 2: HG 2, 3 Monate nach intraportaler Ovarfragmenttransplantation, mit 

2-wöchiger höher-dosierter Gefitinibgabe; linker Bildrand Transplan-

tat mit ovariellem Stroma, in Umgebung schmaler Saum veränderter 

Hepatozyten; A: HE-Färbung; B: PAS-Reaktion, glykogenarmes Zy-

toplasma im Herd; C: BrdU-Immunhistochemie; niedrigere Prolifera-

tionsaktivität im Herd im Vergleich zum Herd der HG 1; erhöhte 

Proliferationsaktivität im Vergleich zum Normalgewebe; D-E: ähnli-

che EGFR- (D), sowie TGF-α-Expression (E), jeweils im Vergleich 

zu HG 1;  

Länge der unteren Bildkante: 0,5 mm 

B 

D C 

A 

E 
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D 
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Abbildung 3: Am oberen Bildrand Transplantat mit ovariellem Stroma und präneo-

plastischer Herd der HG 3, 12 Monate nach intraportaler Ovarfrag-

menttransplantation, kein Gefitinib; A: Unregelmäßigkeit der Leber-

zellbälkchen in der HE-Färbung; B: PAS-Reaktion mit deutlichem zy-

toplasmatischem Glykogenverlust in den Hepatozyten des Herdes; 

C: hohe Proliferationsaktivität im Herd verglichen mit HG 4, 12 Mo-

nate mit 2-wöchiger hoch-dosierter Gefitinibgabe, sowie zum Nor-

malgewebe, BrdU-Immunhistochemie; D-E: sehr deutliche memb-

ranöse EGFR- (D), sowie nukläre und zytoplasmatische TGF-α-

Expression (E);  

Länge der unteren Bildkante: 0,5 mm 
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E 

C D 

B A 

Abbildung 4: HG 4, 12 Monate nach intraportaler Ovarfragmenttransplantation, 

mit 2-wöchiger höher-dosierter Gefitinibgabe; oberer Bildrand 

Transplantat mit ovariellem Stroma, in Umgebung präneoplastischer 

Herd; A: HE-Färbung; B: PAS-Reaktion, glykogenarmes Zytoplasma 

im Herd; C: BrdU-Immunhistochemie; niedrigere Proliferationsaktivi-

tät im Herd im Vergleich zum Herd HG 3; erhöhte Proliferationsakti-

vität im Vergleich zum Normalgewebe; D-E: niedrigere EGFR- (D), 

sowie TGF-α-Expression (E), jeweils im Vergleich zu HG 3 

Länge der unteren Bildkante: 0,5 mm 
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Abbildung 5:  Am oberen Bildrand Transplantat mit ovariellem Stroma und an-

grenzendem präneoplastischem Herd der HG 5 (12 Monate, 3 Mo-

nate niedrig-dosierte Gefitinibgabe; A: HE-Färbung mit z.T. ballo-

niert wirkenden Hepatozyten; B: PAS-Reaktion; zytoplasmatischer-

Glykogenverlust im Herd; C: Proliferationsaktivität im Herd nicht er-

höht im Vergleich zum Normalgewebe, BrdU-Immunhistochemie ; D-

E: geringere EGFR- (D), sowie TGF-α-Expression (E), jeweils im 

Vergleich zu HG 3 und 4;  

Länge der unteren Bildkante: 0,5 mm 

 

D 

A 

C 

E 

B 
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Abbildung 6: EGFR-Expression der KG 1-5; normales Lebergewebe, membranö-

ses Expressionsmuster von EGFR; A: KG 1, 3 Monate ohne Gefiti-

nib; B: KG 2, 3 Monate mit 2 Wochen höher-dosiert Gefitinib; C: KG 

3, 12 Monate ohne Gefitinib; D: KG 4, 12 Monate mit 2 Wochen hö-

her-dosiert Gefitinib; E: KG 5, 12 Monate mit 3 Monaten niedrig-

dosiert Gefitinib; insgesamt niedrigere EGFR-Expression als bei 

den HG  

Länge der unteren Bildkante: 0,5 mm 

A B 

D C 

E 
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Abbildung 7: TGF-α-Expression der KG 1-5; normales Lebergewebe mit zytoplasmati-

schem und membranösem Expressionsmuster; A: KG 1, 3 Monate ohne 

Gefitinib; B: KG 2, 3 Monate mit 2 Wochen höher-dosiert Gefitinib; C: KG 

3, 12 Monate ohne Gefitinib; D: KG 4, 12 Monate mit 2 Wochen höher-

dosiert Gefitinib; E: KG 5, 12 Monate mit 3 Monaten niedrig-dosiert Gefiti-

nib; insgesamt niedrigere TGF-α –Expression als bei den HG  

Länge der unteren Bildkante: 0,5 mm 
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4 Diskussion 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich das Proliferationsverhalten 

durch den intrazellulären EGF-Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib hem-

men lässt. Zudem wurden die Effekte der Gefitinibgabe auf das immunhisto-

chemische Expressionsmuster von TGF-α und EGFR innerhalb der Herde und 

des Normalgewebes untersucht. 

 

4.1 Anwachsen der Transplantate und Gewichtsentwicklung 

Die lichtmikroskopische Betrachtung der Transplantate und auch der Vergleich 

der Gewichtsentwicklung der unbehandelten HG mit den jeweiligen KG zeigten, 

dass es zu einem Anwachsen der Transplantate innerhalb der Pfortader sowie 

deren Einbindung in den hormonellen Regelkreis kam, welches die Vorausset-

zung für die Untersuchungen war. Die Transplantate produzierten ausreichend 

Östrogene, sodass ein normoöstrogener Effekt auf die Gewichtsentwicklung 

erkennbar war, wie es schon bei der Etablierung dieses tierexperimentellen 

Modells beschrieben wurde [38].  

In den HG, welche 12 Monate gelebt haben, zeigte sich ein Unterschied in der 

Gewichtsentwicklung zwischen den jeweiligen Untergruppen. Dort war zu be-

obachten, dass die unbehandelten Tiere deutlich mehr an Gewicht zugenom-

men haben, als die jeweils mit Gefitinib behandelten Tiere. Dabei bestand auch 

ein Unterschied zwischen 2 Wochen höher-dosierter und 3 Monate niedriger-

dosierter Gefitinibapplikation. So nahmen die kurzbehandelten Tiere stärker zu 

als die langbehandelten, sodass die Dauer der Gefitinibgabe einen Einfluss auf 

das Gewicht hat. Die Dosis ist dabei weniger relevant, da sie bei den langbe-

handelten Tieren sogar deutlich niedriger war. Analoge Tendenzen der Ge-

wichtsentwicklung ließen sich bei den Kontrolltieren nach Kurz- und Langzeit-

appilkation von Gefitinib feststellen, sodass die Transplantation also auch keine 

wesentliche Ursache für den Gewichtsverlust darstellte. Betrachtet wurde hier-

bei jedoch nur der Quotient aus dem Gewicht am Transplantationstag und am 

Tötungstag. Der individuelle Gewichtsverlauf wurde unberücksichtigt gelassen. 
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Der Gewichtsverlust könnte somit eine mögliche Nebenwirkung von Gefitinib 

darstellen. Diese ist jedoch in der Literatur bisher nicht beschrieben worden. 

  

4.2 Nebenwirkungen unter Gefitinibgabe 

Hauptsächlich die Tiere der HG 5, welche nach der Transplantation 12 Monate 

lebten und über 3 Monate Gefitinib in der Dosis 20 mg/kg Körpergewicht erhiel-

ten, zeigten nach etwa 4-wöchiger Gabe Nebenwirkungen. Hier sind insbeson-

dere starker Gewichtsverlust, Stomatitis, Blepharokonjuktivitis und eine aus-

prägte Verschlechterung des Allgemeinzustands zu nennen. Auch in der Litera-

tur sind Nebenwirkungen von intrazellulären Tyrosinkinaseinhibitoren beschrie-

ben. Vor allem Hautmanifestationen wie Follikulitits, akneiforme Eruptionen und 

Xerose stehen hierbei im Vordergrund [39, 40]. Aber auch die im Experiment 

aufgetretenen unerwünschten Wirkungen wie Stomatitis, Blepharokonjunktivitis 

und Abgeschlagenheit sind typisch für Gefitinib. Darüber hinaus Diarrhoen, 

Nausea, Erhöhung der Leberenzyme sowie ein erhöhtes Risiko für eine intersti-

tielle Lungenerkrankung [34]. Es ist davon auszugehen, dass die gewählte Gefi-

tinibdosis von 20 mg/kg Körpergewicht für die Langzeitgabe zu hoch gewählt 

wurde, sodass sie limitierend auf das Experiment wirkte. Auch in einer Phase I 

Studie konnten vermehrte und stärker ausgeprägte unerwünschte Wirkungen 

unter höherer Gefitinibdosierung beobachtet werden [35]. Wie unter 3.4 be-

schrieben, wurde deshalb bei 3-monatiger Gefitinibgabe die Dosis auf 10 mg/kg 

Körpergewicht reduziert. 

 

4.3 Entwicklung der Proliferationsaktivität 

Beim Vergleich der Proliferationsaktivität zeigte sich bei den unbehandelten, 

transplantierten Tieren der HG 1 und 3, welche eine osmotische BrdU-Pumpe 

sieben Tage vor ihrem Tod erhielten, eine deutlich höhere Proliferationsrate in 

den präneoplastischen Herden im Vergleich zum intraindividuellen Kontrollge-

webe, wie auch im interindividuellen Vergleich mit den korrespondierenden KG 

wie es bereits in der Literatur beschrieben wurde [38].  
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Gefitinib hemmt das Wachstum von humanen HCCs in vitro durch Induktion von 

Apoptose und Zellzyklusarrest [41]. Zusätzlich konnte ein in vivo Modell in Mäu-

sen zeigen, dass Gefitinib auch das Auftreten intrahepatischer Metastasen von 

HCC, deren Entstehung möglicherweise durch den EGFR gefördert wird, mini-

mieren kann [42].  

In Analogie zu den Angaben in der Literatur fanden sich in meinen Versuchen 

niedrigere Proliferationsraten innerhalb der präneoplastischen Leberherde bei 

den Tieren, welche eine Gefitinibdosis von 20 mg/kg Körpergewicht über 2 Wo-

chen vor dem Tod erhielten, im Vergleich zu den jeweils unbehandelten Tieren 

sowohl im Kurrzeitexperiment von 3 Monaten als auch im Langzeitversuch von 

12 Monaten. Hingegen fehlte diese Hemmung der Proliferationsaktivität im 

Langzeitexperiment bei den Tieren, welche eine niedrigere Gefitinibdosis von 

10 mg/kg Körpergewicht über 3 Monate erhielten. Es ist naheliegend, dass die 

tägliche Gefitinibdosis von 10 mg/kg Körpergewicht trotz 3-monatiger Gabe 

nicht ausreichend hoch war, um als kompetitiver Antagonist zu ATP die intrazel-

luläre Tyrosinkinase vollständig zu inhibieren. Somit kam es weiterhin zu einem 

proliferationssteigernden Effekt über den EGFR durch die Wirkung der endoge-

nen Östrogene auf die Hepatozyten. Jedoch könnte es durch den Hormonein-

fluss auch zu einer Initiierung alternativer Wege der Herdentstehung gekommen 

sein. Hier ist die Aktivierung des intrazellulären MAPK Signalweges durch den 

Insulin-Like Growth Factor 1 Rezeptor (IGF-1R) zu nennen. Dieser induziert 

eine Transaktivierung des EGFR und ist zudem mitverantwortlich für die Ent-

stehung von Resistenzen gegenüber Tyrosinkinaseinhibitoren [43]. Zudem 

könnte es zu einer Resistenzentwicklung gegenüber dem Tyrosinkinaserezep-

torinhibitor gekommen sein, welche sowohl klinisch als auch in Zellkulturexpe-

rimenten bereits beobachtet werden konnte. Es kommt dabei zu Mutationen am 

EGFR und dadurch zu sterischen Veränderungen an der ATP-Bindungsstelle, 

sodass Gefitinib nicht mehr binden kann [44, 45]. Eine synergistische und/oder 

additive Blockade des EGFR und Alternativwegen ist ein attraktiver Ansatz-

punkt für die Entwicklung neuer, effektiver Therapieoptionen. 
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4.4 Expression von EGFR und TGF-α  

In vielen Tumoren kann man eine Überexpression des EGFR finden, z.B. beim 

nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom, Nierenkarzinom, Mammakarzinom sowie 

in Karzinomen des Gastrointestinaltraktes [24], so auch beim HCC [46]. Die 

immunhistochemischen Untersuchungen meiner Arbeit zeigen die höchste Ex-

pression von EGFR und auch TGF-α in der HG 3, d.h. bei den Tieren, welche 

12 Monate lebten, aber kein Gefitinib erhielten. Dies korreliert zu der erhöhten 

Proliferationsrate in dieser Gruppe. Nach Gefitinibtherapie verringert sich die 

Stärke der Expression beider Proteine bei den kurz behandelten (zwei Wochen) 

Tieren der HG 4 und ist bei den lang behandelten (drei Monate) Tieren der HG 

5 am schwächsten. Das funktionelle Korrelat kann in meinen Versuchen durch-

aus die Blockade des EGFR sein, da sie zu einer Verzögerung des Wachstums 

der initiierten Leberherde führt, wie es schon bei der chemischen Hepatokarzi-

nogenese in unserer Arbeitsgruppe dargestellt werden konnte [47]. Jedoch lässt 

sich eine solche Korrelation beim Betrachten der Proliferationsrate nicht erken-

nen. Die Proliferationsaktivität der über 3 Monate mit Gefitinib behandelten HG 

5 zeigt keine deutliche Reduktion im Vergleich zur unbehandelten HG 3 und 

kurz behandelten HG 4. Dies kann daran liegen, dass es vor der Gefitinibappli-

zierung bereits zu einer Initiierung und Promotion von Präneoplasien durch die 

transplantierten Ovarfragmente kam und die Dosis von 10 mg/kg Körpergewicht 

ausreichend hoch war, um die EGFR und TGF-α Expression zu minimieren, 

jedoch nicht hoch genug, um Einfluss auf die Proliferationsrate zu nehmen. Zu-

dem könnte es, wie bereits oben beschrieben, zu einer Aktivierung von alterna-

tiven Signalwegen unter Blockade des EGFR gekommen sein, welche dann 

eine weitere Proliferationssteigerung unterhalten. 

Eine Überexpression von TGF-α in durch körpereigene Östrogene initiierten 

Leberherden in Ratten wurde in der Literatur ab einer Lebenszeit von 12 Mona-

ten beschrieben [18]. So zeigte sich in den HG 1 und 2, also nach 3 Monaten, 

eine insgesamt sehr niedrige Ausprägung beider Proteine, wobei dennoch eine 

niedrigere Expression von EGFR bei den behandelten Tieren der HG 2 zu er-

kennen war. Ebenso fand sich bei allen KG eine gänzlich niedrige Expression 

beider Proteine im Lebergewebe. Hier war auch eine Minimierung in der Aus-
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prägung von TGF-α bei den mit Gefitinib behandelten Tieren, welche 12 Mona-

te lebten, festzustellen. 

Diese Arbeit unterstützt die Annahme, dass TGF-α einen mitogenen Einfluss 

auf die hormoninduzierte Hepatokarzinogenese durch endogene Östrogene hat. 

Die intrazelluläre Blockade der Tyrosinkinase des EGFR durch Gefitinib bewirkt 

dosisabhängig eine niedrigere Proliferationsrate in den iniitierten Leberherden, 

hemmt also die Progression in frühen Stadien der hormonell induzierten He-

patokarzinogenese. Somit stellt die Blockade des EGFR durch den Tyrosin-

kinaseinhibitor Gefitinib einen sinnvollen Ansatz in der Entwicklung neuer, effek-

tiver Therapieoptionen beim HCC dar. Eine Verzögerung von Auftreten von 

HCC in der zirrhotischen Rattenleber durch Gefitinib wurde bereits in der Litera-

tur beschrieben [37]. Allerdings konnte im Langzeitprojekt unserer Arbeitsgrup-

pe über 24 Monate keine Reduzierung des Auftretens von hormoninduzierten 

HCA und HCC durch Gefitinib erreicht werden [48]. Somit stellt die über EGFR 

vermittelte Signalkaskade lediglich eine neben zahlreichen anderen wie AKT/m-

TOR und Ras/MAPK in der hormonellen Hepatokarzinogenese dar [48]. Letzt-

genannte scheinen durch Gefitinib unbeeinflusst zu bleiben.      

Ähnliche Effekte von Gefitinib zeigten sich auch nach intraportaler Transplanta-

tion von isolierten Pankreasinseln bei diabetischen und von Schilddrüsenfolli-

keln in thyreodektomierten Ratten. Dort konnte ebenso wie in meiner Arbeit ei-

ne Reduzierung der Proliferationsaktivität in präneoplastischen Leberherden 

durch hochdosierte Gefitinibgabe im Kurzzeitversuch erreicht werden. Die nied-

rigere Gefitinibdosierung im Langzeitversuch konnte auch in diesen Modellen 

der hormoninduzierten Hepatokarzinogenese die Entwicklung von HCA und 

HCC nicht hemmen [48]. Diese Ergebnisse stützen zusätzlich die Annahme, 

dass dem über EGFR vermittelten Pfad nur eine partielle Bedeutung neben an-

deren zahlreichen Signalkaskaden in der hormoninduzierten Hepatokarzinoge-

nese zukommt. 
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4.5 Ausblick 

Für das tiefere Verständnis der Hepatokarzinogenese können weitere Untersu-

chungen am paraffinfixierten und auch frisch eingefrorenen Material durchge-

führt werden. Mit Hilfe von molekularbiologischen Techniken wie z.B. Western-

blots und der Immunhistochemie kann eine Darstellung der aktivierten Signal-

kaskaden in den präneoplastischen Herden erfolgen. Zudem kann die Aktivie-

rung alternativer Pfade unter Blockade des EGFR wie Ras/MAPK und AKT/m-

TOR während der östrogeninduzierten Tumorentstehung in der Leber unter-

sucht werden.  

Die additive Blockade solcher Alternativwege sowie von Resistenzmutationen 

am EGFR können neue, effektive Therapiestrategien des HCC und auch ande-

rer Tumorentitäten eröffnen. So konnte in einer Studie gezeigt werden, dass 

Patienten mit einem nicht kleinzelligen Bronchialkarzinom mit der EGFR Mutati-

on, welche im Verlauf Resistenzen gegenüber Gefitinib und Erlotinib aufwiesen, 

von einer Kombinationstherapie aus Afatinib, einem Tyrosinkinaseinhibitor der 

zweiten Generation und dem monoklonalen Antikörper Cetuximab profitieren 

[49].  
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5 Zusammenfassung 

Bei dem hier durchgeführten tierexperimentellen Hepatokarzinogenese-Modell, 

bei welchem präneoplastische hepatozelluläre Veränderungen durch ein lokales 

Überangebot endogener Östrogene entstehen, wurden Ratten ovarektomiert 

und mechanisch zerkleinerte Ovarfragmente portal-embolisch in die rechte Le-

berhälfte transplantiert. Die lokale Hormonproduktion führt in Abhängigkeit von 

der Dauer zu hepatozellulären Präneoplasien in der unmittelbaren Transplanta-

tumgebung. Zu dieser Entwicklung führt eine Überexpression von TGF-α, wel-

che wiederum den EGFR stimuliert. Dessen Folge ist eine Proliferationsaktivie-

rung der Hepatozyten. Eine selektive Blockierung des EGFR wäre ein mögli-

cher Therapieansatz. Um zu untersuchen, welche Effekte diese Blockade auf 

die Progression im hormonellen Modell der Ratte zeigt, erfolgte die orale Appli-

kation des intrazellulären Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib über 2 Wochen (20 

mg/kg Körpergewicht) bzw. 3 Monate (10 mg/kg Körpergewicht) vor dem Töten 

der Tiere, welche 3 bzw. 12 Monate lebten, jeweils bei transplantierten und 

nicht transplantierten Tieren. Gefitinib blockiert die intrazelluläre Tyrosinkinase 

des EGFR, führt somit zu einer Unterbrechung der Signalkaskade der über 

TGF-α vermittelten Proliferationsaktivierung und induziert Apoptose sowie Zell-

zyklusarrest. Es sollte untersucht werden, inwieweit sich die Proliferationsrate in 

veränderten Arealen sowie die EGFR- und TGF-α-Expression durch die Gefiti-

nibgabe beeinflussen lässt. Die Proliferationsaktivität der Herde und des extra-

fokalen Lebergewebes wurden mittels des BrdU-Labeling-Index nach intravita-

ler BrdU-Applikation und die Expressionsmuster von EGFR und TGFα immun-

histochemisch ermittelt. In allen Hauptgruppen entwickelten sich nach Trans-

plantation Areale von präneoplastischen Hepatozytengruppen. Im Kurzzeit- wie 

auch im Langzeitexperiment ließ sich nach intraportaler Ovarfragmenttransplan-

tation durch 2-wöchige höher-dosierte Gefitinibgabe eine Reduktion der Prolife-

rationsaktivität in den präneoplastischen Herden erreichen (HG 1, 3 Monate 

ohne Gefitinib 29,79 % vs. HG 2, 3 Monate mit 2-wöchiger Gefitinibgabe 12,67 

%; p= 0,001; HG 3, 12 Monate ohne Gefitinib 16,52 % vs. HG 4, 12 Monate mit 

2-wöchiger Gefitinibgabe 8,73 %; p= 0,02). Die längere niedriger-dosierte Gefi-

tinibgabe über 3 Monate führte im Langzeitexperiment nicht zu einer Reduktion 
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der Proliferationsaktivität in den Herden (HG 1 16,52 % vs. HG 5, 12 Monate, 3 

Monate niedrig-dosiert Gefitinib 13,55 %; p= 0,43). Ebenso zeigte sich keine 

Reduktion im Vergleich zu den kürzer höher-dosiert behandelten Tieren (HG 4 

8,73 % vs. HG 5 13,55 %; p= 0,15). Die Ausprägung von EGFR und TGF-α war 

in den unbehandelten Gruppen höher und nahm mit Zunahme der Dauer der 

Gefitinibgabe ab, d.h. im Langzeitexperiment nach intraportaler Ovarfragment-

transplantation zeigte sich die höchste Ausprägung beider Proteine bei den un-

behandelten Tieren, während die niedrigste bei den über 3 Monate behandelten 

zu verzeichnen war. Gefitinib kann also in frühen Stadien der Hepatokarzinoge-

nese die Progression auf Ebene der präneoplastischen Herde hemmen. Dabei 

spielt der Signalweg des EGFR und seines Liganden TGF-α eine wichtige Rol-

le.  
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7 Tabellenanhang 

Tabelle 7.1: Gewichtsentwicklung der Hauptgruppen 

  
  

HG 1 
N=15 

HG 2 
N= 15 

HG 3 
N= 15 

HG 4 
N= 12 

HG 5 
N= 13 

1,33 1,32 1,97 1,69 1,58 

  1,39 1,38 2,34 1,60 1,69 

  1,64 1,32 2,17 1,79 1,93 

  1,00 1,35 2,05 1,78 1,54 

  1,00 1,19 2,32 2,00 1,54 

  1,29 1,36 2,08 1,69 1,61 

  1,25 1,24 2,17 1,94 1,44 

  1,47 1,64 2,01 1,72 1,46 

  1,50 1,32 1,95 1,81 1,40 

  1,18 1,32 2,04 1,63 1,65 

  1,19 1,25 1,95 1,94 1,71 

  1,12 1,25 1,93 1,67 1,61 

  1,19 1,06 1,72 
 

1,78 

  1,07 1,03 1,82 
 

  

  1,17 1,24 1,92 
 

  

MW 1,25 1,28 2,03 1,77 1,61 

SEM 0,05 0,04 0,04 0,04 0,04 

Test 0,59   0,0002a 0,009b 0,0000002c 

Angegeben ist jeweils der Quotient aus End- und Ausgangsgewicht, Test: Wil-

coxon-Mann-Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind 

fett hervorgehoben 

a: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 3 und 4 

b: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 4 und 5 

c: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 3 und 5 
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Tabelle 7.2: Gewichtsentwicklung der Kontrollgruppen und Vergleich kor-

respondierender Haupt- und Kontrollgruppen 

  
  

KG 1  
N= 10 

KG 2  
N= 10 

KG 3 
N= 10 

KG 4  
N= 10 

KG 5  
N= 10 

1,21 1,14 1,95 1,93 1,65 

  1,16 1,12 2,10 1,82 1,82 

  1,16 1,11 2,16 1,80 1,58 

  1,22 1,23 1,77 2,00 1,48 

  1,20 1,14 1,91 2,05 1,46 

  1,16 1,22 1,28 1,90 1,37 

  1,20 1,16 1,26 1,93 1,67 

  1,17 1,24 2,17 1,74 1,53 

  1,31 1,26 1,96 1,65 1,68 

  1,23 1,17 1,97 1,49 1,73 

MW 1,20 1,19 1,85 1,83 1,60 

SEM 0,01 0,02 0,10 0,05 0,04 

Test 0,67 
 

0,84 0,004a 0,041b 

Test1 0,33 0,037c 0,15 0,38 0,81 

Angegeben ist jeweils der Quotient aus End- und Ausgangsgewicht, Test: Wil-

coxon-Mann-Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind 

fett hervorgehoben. Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test zwischen korres-

pondierenden HG und KG, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett 

hervorgehoben. 

a: Vergleich der Gewichtsentwicklung der KG 4 und 5 

b: Vergleich der Gewichtsentwicklung der KG 3 und 5 

c: Vergleich der Gewichtsentwicklung der HG 2 und KG 2 
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Tabelle 7.3: BrdU-Labeling-Index der Hauptgruppen 1 und 2 (7 Tage BrdU) 

  
HG 1 
N= 7 

  
HG 2 
N=6 

  

  
  

Herde 
Normal- 
gewebe 

Herde 
Normal- 
gewebe 

29,85 2,30 20,75 0,40 

  36,75 1,10 6,45 1,10 

  19,25 2,70 5,70 2,40 

  28,75 4,20 19,60 10,50 

  22,70 1,95 13,50 0,85 

  32,20 3,55 10,00 0,75 

  39,05 2,80 
 

  

MW 29,79 2,66 12,67 2,67 

SEM 2,68 0,39 2,64 1,59 

Test  0,001a 1,00 
 

  

Test1  0,0001c   0,01d   

 

Tabelle 7.4: BrdU-Labeling-Index der Hauptgruppen 3 bis 5 (7 Tage BrdU) 

 

HG 3 
N= 6 

  
HG 4 
N= 7 

  
HG 5 
N= 4 

  

 

Herde 
Normal- 
gewebe 

Herde 
Normal- 
gewebe 

Herde 
Normal- 
gewebe 

 
11,70 5,65 9,40 1,85 12,10 6,20 

 
27,35 5,70 12,90 6,90 7,30 7,55 

 
15,25 5,65 5,65 5,00 18,85 6,25 

 
11,25 5,45 7,95 9,45 15,95 5,15 

 
14,20 6,15 9,15 5,15 

 
  

 
19,35 5,50 6,75 3,20 

 
  

 

    9,30 4,30 
 

  

MW 16,52 5,68 8,73 5,12 13,55 6,29 

SEM 2,47 0,10 0,88 0,94 2,50 0,49 

Test  0,02b 0,57 0,15 0,30 0,43 0,31 

Test1  0,01e   0,02e   0,09   

Angegeben ist jeweils die Proliferationsaktivität in %, Test: Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett hervorge-

hoben, Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test, gepaarte Stichprobe zwischen 

Normalgewebe und präneoplastischen Herden, als signifikant akzeptierte p-

Werte (p< 0,05) sind fett hervorgehoben 

a: Vergleich der HG 1 und 2   



7 Tabellenanhang 

53 

 

b: Vergleich der HG 3 und 4   

c: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 1 

d: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 2 

e: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 3 

f: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 4 

 

Tabelle 7.5: BrdU-Labeling-Index der Kontrollgruppen und Vergleich kor-

respondierender Haupt- und Kontrollgruppen 

  
KG 1 
N= 5 

KG 2 
N= 5 

KG 3 
N= 5 

KG 4 
N= 5 

KG 5 
N= 5 

  
Normal- 
gewebe 

Normal- 
gewebe 

Normal- 
gewebe 

Normal- 
gewebe 

Normal- 
gewebe 

  2,90 0,65 2,30 3,60 0,55 

  4,25 1,00 1,15 4,55 1,35 

  2,95 3,00 3,30 12,10 1,30 

  1,30 1,30 3,35 2,55 1,65 

  1,40 1,25 3,25 4,05 1,40 

MW 2,56 1,44 2,67 5,37 1,25 

SEM 0,55 0,41 0,43 1,71 0,19 

Test 0,14 
 

0,19 0,07 0,03a 

Test1 0,89 0,49 0,002b 0,9 0,001c 

Angegeben ist jeweils die Proliferationsaktivität in %, Test: Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett hervorge-

hoben. Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test zwischen HG (Normalgewebe) 

und korrespondierender KG, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind 

fett hervorgehoben. BrdU wurde 1 Woche über eine osmotische Minipumpe 

verabreicht. 

a: Vergleich der KG 3 und 5 

b: Vergleich der Proliferationsaktivität Normalgewebe der HG 3 mit KG 3 

c: Vergleich der Proliferationsaktivität Normalgewebe der HG 5 mit KG 5 
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Tabelle 7.6: BrdU-Labeling-Index der Hauptgruppen 3 und 5 (1 Stunde 

BrdU) 

  
HG 3 
N= 5 

  
HG 5 
N= 5 

  

  Herde 
Normal- 
gewebe 

Herde 
Normal- 
gewebe 

  0,15 0,25 1,64 0,20 

  1,50 0,50 0,80 0,30 

  0,70 0,25 1,71 0,20 

  1,20 0,20 0,61 0,15 

  0,60 0,25 1,40 0,25 

MW 0,83 0,29 1,23 0,22 

SEM 0,24 0,05 0,22 0,03 

Test  0,25 0,28 
 

  

Test1  0,06   0,01a   

Angegeben ist jeweils die Proliferationsaktivität in %, Test: Wilcoxon-Mann-

Whitney-U-Test, als signifikant akzeptierte p-Werte (p< 0,05) sind fett hervorge-

hoben, Test1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test, gepaarte Stichprobe zwischen 

Normalgewebe und präneoplastischen Herden, als signifikant akzeptierte p-

Werte (p< 0,05) sind fett hervorgehoben 

a: Vergleich präneoplastische Herde mit Normalgewebe HG 5 
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Vortrag bei der Jahrestagung der Deutschen Gesellschaft für Pathologie 

2013, Heidelberg, 25.05.2013: Workshop Liver Carcinogenesis.  

Der Pathologe 2013. Band 34 Suppl. 1; 55. (Abstract) 

The inhibitor of tyrosine kinase Gefitinib reduces tumorigenesis in chemi-

cal but not in hormonal induced hepatocarcinogenesis models of the rat  

Silvia Ribback1*, Verena Sailer1, 2, Enrico Böhning1, Julia Günther1, Jaqueline 

Merz1, Frauke Steinmüller1, 3, Matthias Evert1, Diego F. Calvisi1, Frank Dom-

browski1 

1Institut für Pathologie, Universitätsmedizin Greifswald, Greifswald, Germany;  

2Pathologisches Institut, Universitätsklinikum Bonn, Bonn, Germany 

3Pathologisches Institut Diakonie-Krankenhaus Rotenburg (Wümme), Germany  

 

Activation of the signaling pathways of the Epidermal Growth Factor Receptor 

(EGFR) by Transforming growth factor alpha (TGFα) promotes the development 

of hepatocellular carcinoma (HCC). Intervention by use of the selective EGFR-

tyrosine-kinase-inhibitor Gefitinib prevents hepatocarcinogenesis in rat cirrhotic 

livers. This potential antitumorigen effect could possibly reduce progression of 

chemical as well as hormonal induced pre-neoplastic liver lesions to HCC.  

In short- (three weeks to six months) and long-term experiments (12 to 24 

months) with 776 Lewis rats we performed administration of N-

Nitrosomorpholine (NNM; 5 mg/kg body weight daily; n = 180, including con-

trols) or an intrahepatic transplantation of isolated pancreatic islets in diabetic 

(PTx; n = 204), thyreoid follicles in thyreoidectomized (TTx; n = 176) and ovari-

an fragments in ovariectomized rats (OTx; n = 216) for the induction of hepato-

cellular pre-neoplastic lesions. Gefitinib was administered daily for two weeks 

(dose 20 mg/kg, oral) or three and nine months (10 mg/kg). 

After intake of NNM for three months and Gefitinib at the same time pre-

neoplastic liver foci reveal a reduced volume portion of liver parenchyma as 

compared to administration of NNM alone (Gefitinib/control: 1.58 ± 0.28 

Vol%/7.25 ± 0.90 Vol %, p = 0.001). A decrease of volume portion of hepatocel-
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lular adenoma (HCA) could be substantiated after six months and Gefitinib 

therapy of three months (5.43 ± 0.57 Vol %/10.36 ± 0.89 Vol %, p = 0.0001). 

The number of HCC was reduced (each rat: 4.87 ± 0.77/7.93 ± 0.92, p = 0.02). 

Inhibition of proliferation activity of pre-neoplastic liver foci could be shown upon 

all transplantation models in short-term experiments after administration of high-

dosed Gefitinib (PTx six months: 2.27 ± 0.13 % /6.06 ± 0.49 %, p = 0.015; OTx 

three months: 12.67 ± 2.67 %/29.79 ± 2.68 %, p = 0.02; STx three months: 7.69 

± 1.07 %/12.25 ± 1.33 %, p = 0.02).  

In long-term investigations HCA, HCC and transplant tumors arised, whose oc-

curence and quantitiy could not be inhibited by a Gefitinib dose of 10 mg/kg.  

Selective EGFR inhibition by Gefitinib diminishes chemical induced hepatocar-

cinogenesis on the level of pre-neoplastic liver lesions, HCA and HCC. By con-

trast, occurrence of hepatocellular tumors whose development is ascribed to a 

local hormonal surplus (insulin and estrogenes), could not be delayed by 

EGFR-receptor-inhibiting, indicating only partial relevance of this signaling cas-

cade upon hormonal induced hepatocarcinogenesis.   
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