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1. Einleitung 
 

1.1 Hepatozelluläres Karzinom 

Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) ist ein maligner epithelialer Tumor der Leber. Weltweit 

repräsentiert das HCC die fünfthäufigste maligne Tumorerkrankung sowie die dritthäufigste 

krebsbedingte Todesursache (Gu et al., 2015; Ma et al., 2015; Giglia et al., 2010; Buckley 

et al., 2008; Zhu, A. X., 2008; El-Serag et al., 2007; Giannelli et al., 2007).  

Bei einer Inzidenz, die mit 500 000 bis 1000 000 neu auftretender Fälle pro Jahr angegeben 

wird, fordert das HCC jährlich ca. 600 000 Todesopfer weltweit (Berasain et al., 2009; 

Ogawa, K., 2009; Kitisin et al., 2007; Schurr et al., 2006). In den westlichen Industrieländern 

ist die Inzidenz des HCC niedriger (< 2% der Krebserkrankungen) als in Afrika und 

Südostasien (Berasain et al., 2009; Evert et al., 2008; Köhle et al., 2008; Buendia, M. A., 

2000). Ätiologisch stellen prinzipiell alle Erkrankungen, die zu einer Leberzirrhose führen 

können, auch eine mögliche Ursache für die Entstehung des HCCs dar. Des Weiteren 

existieren Erkrankungen, in deren Folge HCCs entstehen können, die typischerweise nicht mit 

einer Leberzirrhose einhergehen. Als wesentliche Ursachengruppen sind dabei die 

Virushepatitiden, angeborene Stoffwechselerkrankungen, Autoimmunerkrankungen sowie 

chronisch-toxische Leberschädigungen zu nennen (Giglia et al., 2010; Evert et al., 2008; 

Köhle et al., 2008).   

Unter ätiologischem Aspekt besonders hervorzuheben sind die Infektionen mit dem Hepatitis-

B- oder -C-Virus (HBV oder HCV), da sie die häufigste Ursache des HCCs darstellen. 

Aufgrund der immensen Verbreitung der Hepatitis-B- und -C-Viren in den 

bevölkerungsreichen südostasiatischen und afrikanischen Ländern, sind die Inzidenzen des 

HCCs in diesen Regionen am höchsten (Giglia et al., 2010; Nordenstedt et al., 2010; 

Evert et al., 2008; Köhle et al., 2008).  

Als weitere ätiologische Faktoren sind die chronisch-toxische Schädigung durch (Ethyl-) 

Alkohol, das Gift des Schimmelpilzes Aspergillus flavus (Aflatoxine) sowie Steroide 

(u. a. Anabolika) zu nennen. Unter den Stoffwechselerkrankungen sind die Hämochromatose, 

der � 1-Antitrypsinmangel, die hereditäre Tyrosinämie oder auch die 

Glykogenspeicherkrankheit Typ I von Bedeutung (Giglia et al., 2010; Evert et al., 2008). 

Das hepatozelluläre Karzinom stellt die häufigste Form der primären Leberkarzinome dar 

(Yang et al., 2015; Mikhail et al., 2014). Makroskopisch können verschiedene Typen 

unterschieden werden, vom massiv-großen solitären Tumorknoten über multiple 

Tumorknoten bis hin zur diffusen Infiltration der Leber. HCCs neigen zur Gefäßinvasion 
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sowie intra- und extrahepatischer Metastasierung, am häufigsten in die Lungen 

(Nordenstedt et al., 2010; Evert et al., 2008).   

Auf molekularer Ebene konnten Veränderungen in HCCs und hepatischen Präneoplasien 

festgestellt werden, welche u. a. die Inaktivierung des Tumorsuppressors p53, die 

Hyperphosphorylierung des Retinoblastom-Proteins (pRb) oder auch die Störung zellulärer 

Signalwege betreffen, wie z. B. den Mitogen-aktivierte Proteinkinase- (MAPK-) / 

Extrazellulär-Signal-regulierte Kinase- (ERK-) Signalweg, den Akt/mTOR- (Akt = 

Proteinkinase B [PKB] / mammalian target of Rapamycin) Signalweg, den über Frizzled- 

(FZD-) Rezeptoren aktivierten Wingless/ß-Catenin-Signalweg (Wnt/ß-catenin), den Insulin-

like growth factor 2- (IGF-2-) Signalweg oder auch den Januskinase/Signal transducers and 

activators of transcription- (JAK/STAT-) Signalweg. In HCCs wurde neben chromosomalen 

und Mikrosatelliteninstabilitäten eine Heraufregulation des Protoonkogens c-myc sowie die 

verstärkte Expression des Wachstumsfaktors Transforming growth factor alpha (TGF� ) 

festgestellt (Köhle et al., 2008; Newell et al., 2008; Villanueva et al., 2008; El-Serag et al., 

2007; Kitisin et al., 2007; Calvisi et al., 2006). Zudem konnte vereinzelt gezeigt werden, dass 

es beim HCC auf molekularer Ebene zu diversen Wechselbeziehungen zwischen einzelnen 

oben genannten Signalwegen kommt, so z. B. zwischen dem Akt/mTOR- und dem MAPK-

Signalweg (Wang et al., 2013), welche nach Aktivierung des Epidermal growth factor-

receptors (EGF-R) in Gang gesetzt werden können oder zwischen dem EGF-R- und dem p53-

Signalweg (Cioca et al., 2014). Die genannten Faktoren regulieren zelluläre Proliferations- 

sowie Differenzierungsprozesse und werden mit autonomem, unkontrolliertem Wachstum bei 

der Entstehung von HCCs in Verbindung gebracht.  

Die therapeutischen Möglichkeiten des HCCs sind insbesondere im Hinblick auf das klinische 

Outcome der Patienten noch immer stark begrenzt. Im Vordergrund stehen dabei neben 

interventionellen Verfahren wie der Chemoembolisation, der Radiofrequenzablation oder der 

perkutanen Ethanolinjektion komplizierte und aufwändige chirurgische Interventionen, wie 

die Leberteilresektion oder -transplantation. Da die Operabilität vom makroskopischen Typ, 

der Gefäßinvasion und der extrahepatischen Manifestation des Tumors abhängt und im 

Allgemeinen als schlecht zu bewerten ist, bleibt oft lediglich die palliativ-systemische oder 

regionale Zytostatikagabe (Forner et al., 2012; Abbasoglu, O., 2008; Buckley et al., 2008; 

Giannelli et al., 2008; Zhu, A. X., 2008). Hierbei ist insbesondere der orale 

Multikinaseinhibitor Sorafenib (Nexavar®) zu erwähnen, welcher den Vascular endothelial 

growth factor-receptor (VEGF-R), den Plateled-derived growth factor-receptor (PDGF-R) und 

die intrazellulären Raf- (rat fibrosarcoma-) Kinasen blockiert, denen ebenfalls eine potentielle 
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Rolle in der Entstehung des HCCs zugeschrieben wird (Ma et al., 2015; Villanueva et al., 

2007; Liu et al., 2006; Semela et al., 2004). Derzeit wird Sorafenib zur systemischen Therapie 

bei HCC-Patienten im Stadium Child-Pugh A mit Fernmetastasen oder lokoregionär nicht 

resezierbarer Tumormanifestation eingesetzt (Leitlinienprogramm Onkologie [Deutsche 

Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF], 2015; Llovet et al., 2008). Neben Sorafenib 

existieren weitere potentielle Therapeutika, denen verschiedene Wirkmechanismen zugrunde 

liegen und die in klinischen Studien teilweise noch getestet werden müssen bzw. bisher als 

Monotherapeutika keinen Vorteil erbrachten und in Zukunft mit anderen Substanzen 

kombiniert werden, z. B. Erlotinib, Bevacizumab, Everolimus, Tivatinib (Gu et al., 2015; Ma 

et al., 2015;  Flores, A, Marrero, J. A., 2014; Llovet et al., 2008). Die Prognose dieser 

Tumorerkrankung ist sehr schlecht - Patienten mit ausgedehntem Tumor überleben 

durchschnittlich nur ein halbes Jahr nach Diagnosestellung - und die 5-Jahres-Überlebensrate 

wird mit unter 9% angegeben (Nordenstedt et al., 2010; Berasain et al., 2009; Kitisin et al., 

2007).  

 

1.2 Transforming Growth Factor �  und Epidermal Growth Factor-

Receptor 

 

Der Epidermal growth factor-receptor (EGF-R) zählt zu den Rezeptortyrosinkinasen, welche 

Transmembranrezeptoren darstellen, deren intrazellulärer Abschnitt eine 

Tyrosinkinaseaktivität besitzt. Diese Rezeptoren vermitteln die Wirkung von 

Wachstumsfaktoren, wie z. B. dem Transforming growth factor �  (TGF� ), dem Epidermal 

growth factor (EGF), von Insulin oder auch von den insulinähnlichen Wachstumsfaktoren 

(Insulin-like growth factors; IGF) (Higashiyama et al., 2008; Cohen et al., 2004, 1962). 

Der EGF-R besteht aus drei Untereinheiten, einer extrazellulären ligandenbindenden Domäne,  

einer Transmembran- sowie einer intrazellulären Domäne, die eine regulatorische C-terminale 

Region sowie die Tyrosinkinase beinhaltet (Blackhall et al., 2006; Martin et al., 2006).  

Nach erfolgter Bindung eines Liganden, bspw. TGF� , an den EGF-R kommt es zur 

Dimerisierung, Autophosphorylierung und Aktivierung des Rezeptors. Eine Vielzahl von 

intrazellulären Signalmolekülen kann an die Phosphotyrosinreste des aktivierten Rezeptors 

binden und in der Folge durch Phosphorylierung aktiviert werden. Hierzu zählen u. a. das 

Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) mit nachfolgender Ras- (Rat sarcoma-) 

Aktivierung, Phospholipase C�  (PLC� ) oder auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K). 

Sowohl der infolge der Ras-Aktivierung eingeleitete MAPK-/ERK-, als auch der PI3-
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Kinase/Proteinkinase B- (PKB = Akt) Signalweg mit möglicher Aktivierung von mTOR 

(Mammalian target of Rapamycin) sind zwei der vielfältigen intrazellulären 

Signaltransduktionswege, die in der Zielzelle nach erfolgter Aktivierung des EGF-R durch 

Wachstumsfaktoren in Gang gesetzt werden können (siehe Abbildung 1) (Wang et al., 2013; 

Berasain et al., 2009; Blackhall et al., 2006; Jorissen et al., 2003; Mendelsohn et al., 2000; 

Wells, A., 1999).  

Der Transforming Growth Factor �  (TGF� ) ist ein aus 50 Aminosäuren aufgebauter 

Wachstumsfaktor, der an den EGF-R binden und diesen aktivieren kann. TGF�  existiert 

zunächst in Form eines membrandurchspannenden Precursormoleküls (Pro-TGF� ), welches 

ein Molekulargewicht von 160 kDa aufweist (Ogawa, K., 2009; Laird et al., 1994; Lee et al., 

1992). In einem als „ectodomain shedding“ bezeichneten proteolytischen Prozess wird von 

diesem membranverankerten Precursor durch das Wirken von Metalloproteasen der ADAM- 

(a disintegrin and metalloprotease-) Familie eine soluble reife Form abgespalten. 

Verschiedene Mitglieder dieser Metalloproteasefamilie können dabei zahlreiche potentielle 

Liganden des EGF-R abspalten. So kann bspw. ADAM 17, welches auch Tumor necrosis 

factor �  - converting enzyme (TACE) bezeichnet wird, Amphiregulin (AR), Heparinbinding 

Epidermal Growth Factor (HB-EGF) oder auch TGF�  abspalten. Stimuli, welche den 

Vorgang des „ectodomain shedding“ in Gang setzen, sind u. a. Angiotensin II, Zytokine und 

Wachstumsfaktoren selbst (Berasain et al., 2009; Ogawa, K., 2009; Higashiyama et al., 2008; 

Olayioye et al., 2000).  

Der abgespaltene TGF�  vermittelt seine Effekte über kurze Distanzen in Form auto- bzw. 

parakriner Wirkmechanismen, indem er an den EGF-R der jeweils eigenen oder der 

benachbarten Zellen bindet und diesen aktiviert (Berasain et al., 2009; Zhu, A. X., 2008; 

Lee et al., 2007; Okano et al., 2006, 2000; Schiffer et al., 2005). Infolge der Bindung von 

TGF�  an den EGF-R und dessen Aktivierung kommt es zur Internalisierung des Rezeptor-

Liganden-Komplexes in die Zelle durch clathrinvermittelte Endozytose. In den 

intrazellulären, angesäuerten Vesikeln dissoziieren Rezeptor (EGF-R) und Ligand (TGF� ) 

voneinander und werden zum Teil unter Zufuhr des lysosomalen Abbauweges degradiert. Ein 

anderer Teil wird recycelt und zurück an die Zelloberfläche transportiert, sodass der EGF-R 

wieder in die Zellmembran integriert wird und direkt für eine erneute Bindung zur Verfügung 

steht und nicht abgebautes TGF�  in das die Zelle umgebende Medium abgegeben wird. Es 

kommt somit unter TGF� -Einfluss zu einer unvollständigen EGF-R-Downregulation, 

wodurch die Zelle die Fähigkeit beibehält, auf TGF� -Einfluss jederzeit adäquat reagieren zu 

können, ohne durch eine Refraktärzeit, wie sie bei kompletter Rezeptordownregulation nach 
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Bindung von EGF an den EGF-R beobachtet wird, von möglichen Wachstumssignalen 

ausgeschlossen zu werden (Maegawa et al., 2007; Jorissen et al., 2003; Olayioye et al., 2000; 

Wells, A., 1999; Ebner et al., 1991; Marti et al., 1989).    

 

Der Wachstumsfaktor TGF�   wird in verschiedenen Zellen und Geweben exprimiert, wirkt als 

potentes Mitogen (Miller et al., 1995; Michalopoulos, G. K., 1990) und ist als positiver 

Effektor an Zellmigration, Wundheilung, Angiogenese oder auch an Regenerationsvorgängen 

der Leber beteiligt, wobei TGF�  von den proliferierenden Hepatozyten selbst produziert wird. 

Aber auch in verschiedenen Tumoren wird eine TGF� -Überexpression mit einhergehendem 

auto- bzw. parakrinen Wirkmechanismus über den EGF-R beobachtet, so auch bei Patienten 

mit HCC (Berasain et al., 2009; Ogawa, K., 2009; Hufnagl et al., 2001; Jo et al., 2000; 

Dragan et al., 1995; Kaufmann et al., 1992). 

Die Familie der EGF-Rezeptoren setzt sich aus vier Mitgliedern zusammen: EGF-R 

(ErbB1/HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) und ErbB4 (HER4). Diese Rezeptoren 

werden durch bestimmte Liganden, sogenannte EGF-like ligands, aktiviert. Hierzu zählen 

TGF� , EGF, AR, Betacellulin (BTC), HB-EGF, Epiregulin (EPR) sowie die Gruppe der 

Neureguline (NRG) (Berasain et al., 2009; Burgess, A. W., 2008; Lee et al., 2007; 

Huether et al., 2006; Mendelsohn et al., 2000; Olayioye et al., 2000). 

Die Rezeptoren sind in verschiedenen Geweben, sowohl epithelialen, mesenchymalen, als 

auch neuronalen Ursprungs, exprimiert und spielen im Zusammenwirken mit ihren Liganden 

eine wesentliche Rolle im Rahmen komplexer Vorgänge, wie Entwicklung, Proliferation und 

Differenzierung verschiedener Zell- und Gewebearten. Deregulationen, übersteigerte 

Expression oder aberrante Funktion des EGF-R stehen in Assoziation zur Entwicklung 

verschiedener Tumoren, so auch im Zusammenhang mit dem HCC, bei dem die 

Überexpression des EGF-R einen negativ prognostischen Faktor darstellt 

(Berasain et al., 2009; Burgess, A. W., 2008; Bekaii-Saab et al., 2006; Huether et al., 2006; 

Höpfner et al., 2004; Olayioye et al., 2000).         
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Abb. 1 Stark vereinfachte Schemazeichnung einer Auswahl der durch den EGF-R hervorgerufenen Effekte 

 (eigene Skizze). Dargestellt ist eine Zelle mit Nukleus und umgebender Phospholipiddoppelschicht der 

 Zellmembran, welche EGF-Rezeptoren enthält. Nach Bindung eines Liganden, z. B. TGF�  oder EGF, 

 kommt es zur Dimerisierung, Autophosphorylierung und Aktivierung des Rezeptors mit nachfolgender 

 Aktivierung des Mitogen-aktivierte Proteinkinase- (MAPK-) / Extrazellulär-Signal-regulierte Kinase- 

 (ERK-) Signalweges. Zudem kann der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K) / Proteinkinase B-  (=Akt) 

 Signalweg durch dem Rezeptor nachgeschaltete Phosphorylierungen intrazellulärer Signalmoleküle 

 aktiviert werden. In der Folge kommt es zu Effekten, die proliferationssteigernd sind, Einfluss auf die 

 Zelldifferenzierung und Angiogenese ausüben oder bspw. auch apoptoseinhibierende Wirkung haben. 

 Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2; MEK: Mitogen und extrazellulär regulierte Kinase; 

 mTOR: mammalian target of Rapamycin; P: Phosphatgruppe; PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-

 bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat; Ras: Rat sarcoma; Raf: Rat fibrosarcoma. 
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1.3 Inhibition des EGF-R durch Gefitinib 

 

Da der EGF-R an der Regulation der für die Entstehung von Tumoren bedeutsamen Prozesse, 

wie Differenzierung und Proliferation, entscheidend beteiligt ist, stellt er einen konkreten 

Angriffspunkt therapeutischer Interventionen dar.  

Das synthetisch hergestellte Anilinochinazolin Gefitinib (Iressa®; ZD 1839) ist ein 

sogenannter „small-molecule“ Tyrosinkinase-Inhibitor, der die zum EGF-R gehörende 

Tyrosinkinase hemmt. Der kompetitive Inhibitor konkurriert dabei mit ATP (Adenosin-5´-

triphosphat) um die Bindung an dieses Enzym. Durch die Rezeptorblockade werden die 

normalerweise bei Ligandenbindung nachgeschalteten Signalwege nicht aktiviert, wodurch 

Effekte, welche das Zellwachstum oder die Differenzierung betreffen, inhibiert werden bzw. 

ausbleiben (Berasain et al., 2009; Giannelli et al., 2008; Martin et al., 2006; 

Okano et al., 2006; Masche UP, 2004).  

So konnten unter Zugabe von Gefitinib z. B. bei verschiedenen humanen epithelialen,  

EGF-R-exprimierenden Tumorzelllinien, u. a. in HCC-Zelllinien (Giannelli et al., 2008, 2004; 

Ciardiello et al., 2001; Mendelsohn et al., 2000), aber auch in Tierexperimenten an Ratten 

und Mäusen (Schiffer et al., 2005; Wakeling et al., 2002) dosisabhängig die TGF� -

Produktion inhibiert bzw. Wachstumsprozesse blockiert werden. Des Weiteren bewirkt 

Gefitinib einen Zellzyklusarrest in der G1-Phase (Höpfner et al., 2004; Mendelsohn et al., 

2000) und fördert die Apoptose (Moon et al., 2009; Shchemelinin et al., 2006). 

Aktivierende Mutationen im EGF-R-Gen, welche die Exone 18 bis 21 betreffen, die für 

dessen Tyrosinkinasedomäne kodieren, lassen ein verstärktes Ansprechen auf Gefitinib 

erkennen, wobei die Antwort der Zelle auf Gefitinib nicht mit dem EGF-R-Expressionslevel 

an sich korreliert ist (Berasain et al., 2009; Higashiyama et al., 2008; Bekaii-Saab et al., 

2006; Martin et al., 2006; Parra et al., 2004; Anido et al., 2003; Wakeling et al., 2002). 

Im Jahr 2003 wurde Gefitinib von der United States Food and Drug Administration (FDA) für 

die Therapie der nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinome nach vorangegangener 

Chemotherapie mit Platinderivaten oder Docetaxel zugelassen (Buckley et al., 2008; Martin et 

al., 2006; Blackledge et al., 2004; Cohen et al., 2004; Höpfner et al., 2004).  

Zu den bekannten Nebenwirkungen bei Gefitinibanwendung zählen akneartige 

Hautreaktionen und Exantheme, gastrointestinale Beschwerden, wie Übelkeit, Erbrechen und 

Diarrhoe sowie opthalmologische Symptome, z. B. Sehstörungen oder Konjunktivitiden 

(Masche UP, 2004; Baselga et al., 2002; Mendelsohn et al., 2000).    
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1.4 Das Schilddrüsenhormon Trijodthyronin (T3) 

 

Die von der Schilddrüse (Glandula thyroidea) produzierten und in das Blut sezernierten 

jodhaltigen Schilddrüsenhormone 3-3´-5-Trijodthyronin (T3) und 3-3´-5-5´-Tetrajodthyronin 

(Thyroxin;  T4), werden in an Plasmaproteine gebundener Form im Blutkreislauf transportiert, 

sodass nur ein sehr geringer Anteil (<1%) in freier Form vorliegt. Als Transport- oder 

Trägerproteine dienen dabei das Thyroxinbindende Globulin (TBG), das Thyroxinbindende 

Präalbumin (TBPA; auch als Transthyretin bezeichnet) und Albumin (Wojcicka et al., 2012; 

Azad, R. M., 2011; Patel et al., 2011; Hiroi et al., 2006). Das von der Schilddrüse 

hauptsächlich abgegebene Hormon Tetrajodthyronin wird in den verschiedenen Zielgeweben, 

z. B. der Leber, der Niere oder der Skelettmuskulatur, durch Dejodasen in das biologisch 

aktivere Trijodthyronin umgewandelt (Klein et al., 2007; Maja et al., 2005).  

In der jeweiligen Zielzelle bindet T3 an Thyroidhormonrezeptoren (TR� , TRß), von denen 

verschiedene Splicevarianten existieren (siehe Abbildung 2). Die zur Familie der 

Steroidhormonrezeptoren gehörenden Thyroidhormonrezeptoren (TR), unterscheiden sich von 

diesen dadurch, dass sie sowohl in ligandengebundener, als auch -ungebundener Form an 

bestimmte DNA-Sequenzen regulierter Gene, den sogenannten thyroid hormone response 

elements (TREs), binden können (Cheng et al., 2010; Kowalik et al., 2010; Klein et al., 2007; 

Kwakkel et al., 2007). Meist binden die TRs in Form von Heterodimeren zusammen mit einer 

der drei Isoformen des Retinoid-X-Rezeptors (RXR� , RXRß, RXR� ) an die TREs, woraufhin 

die Transkription der jeweiligen hormonabhängigen Gene stimuliert wird (Klein et al., 2007; 

Lazar et al., 1990).   

Die Wirkungen von Trijodthyronin sind vielfältiger Natur. Es sorgt u. a. für einen erhöhten 

Grundumsatz, indem es die Expression der Gene für die Natrium-Kalium-ATPase steigert 

oder auch die Induktion von Enzymen der Energiespeicherung sowie der Energieverwertung 

bewirkt. Die Anpassung des Stoffwechsels an verschiedene Umweltbedingungen in Form 

sowohl anaboler als auch kataboler Mechanismen durch T3 findet ebenso in Form der 

Steigerung der Erythropoetinproduktion, der Reninsynthese (Klein et al., 2007), der 

Plasmaproteinsekretion (Lin et al., 2003; Kobayashi et al., 1995; Darby et al., 1991) sowie 

des Herzzeitvolumens statt, bei dem unter T3-Einfluss die Expression ß-adrenerger 

Rezeptoren gesteigert und die der  � -adrenergen Rezeptoren gehemmt wird. T3 besitzt neben 

der genomischen auch eine nicht-genomische Aktivität. Hierbei werden bspw. durch Bindung 

an den Membranrezeptor � vß3-Integrin intrazelluläre Signalwege, z. B. der PI3-Kinase/Akt-

Signalweg oder der MAPK-/ERK-Signalweg, aktiviert, in deren Folge u. a. 
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proliferationsfördernde Effekte herbeigeführt werden (siehe Abbildung 2) (Chi et al., 2013; 

Gnocchi et al., 2012; Gnoni et al., 2012; Davis et al., 2011; Cheng et al., 2010).    

Weitere T3-Wirkungen betreffen Wachstums- und Differenzierungsprozesse 

(Huang et al., 2008; Lin et al., 2003). Dabei ist T3 bspw. nicht nur an der Entwicklung des 

Gehirns und der Differenzierung von Osteoblasten und -klasten beteiligt, sondern stellt vor 

allem ein potentes Mitogen für Hepatozyten dar (Chi et al., 2013; Wojcicka et al., 2012; 

Kowalik et al., 2010; Puzianowska-Kuznicka et al., 2006; Piribi et al., 2001; 

Dombrowski et al., 2000; Ledda-Columbano et al., 2000). Diesbezüglich konnten in vivo-

experimentelle Untersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe in Form portal-embolischer 

Transplantation von Schilddrüsenfollikeln in die Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten 

zeigen, dass im Abstromgebiet der transplantierten Schilddrüsenfollikel, die sich in der Leber 

ansiedelten, glykogenarme amphophilzellige Leberherde entstanden, welche 

präneoplastischen Leberherden sehr ähneln. Vergleichbare präneoplastische Veränderungen 

sind aus der chemischen Hepatokarzinogenese oder nach Applikation von 

Peroxisomenproliferatoren wie Dehydroepiandosteron (DHEA) bekannt. Weiterhin konnte 

jedoch gezeigt werden, dass trotz anhaltender Hyperproliferation der Hepatozyten im 

Beobachtungszeitraum keine hepatozellulären Adenome oder Karzinome entstanden 

(Dombrowski et al., 2000). Andere Studien gingen hierin konform und konnten darstellen, 

dass durch exogene T3-Zufuhr eine 50%ige Reduktion in der Inzidenz des HCC sowie eine 

100%ige Inhibition von Lungenmetastasen ausgehend von HCCs zu verzeichnen war (Perra et 

al., 2009; Ledda-Columbano et al., 2000).  
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Abb. 2 Stark vereinfachte Schemazeichnung einer Auswahl der durch das Schilddrüsenhormon Trijodthyronin 

 (T3) hervorgerufenen Effekte (eigene Skizze). Dargestellt ist eine Zelle mit Nukleus und umgebender 

 Phospholipiddoppelschicht der Zellmembran. Über Bindung an � vß3-Integrin an der Zelloberfläche 

 kann T3 u. a. mittels Phospholipase C (PLC) sowie Proteinkinase C�  (PKC� ) den Mitogen-aktivierte 

 Proteinkinase- (MAPK-) / Extrazellulär-Signal-regulierte Kinase- (ERK-) Signalweg aktivieren, wobei 

 der Thyroidhormonrezeptor ß (TRß) beteiligt ist. Weiterhin ist eine nachgeschaltete Aktivierung der 

 Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K) möglich, welche entsprechende Effekte, durch den 

 Thyroidhomonrezeptor �  (TR� ) vermittelt, bewirkt. Das lipophile T3 kann zudem direkt durch die 

 Zellmembran in das Zytosol permeieren und mittels diverser TRs (TR� /TRß) zur Aktivierung der PI3-

 Kinase mit anschließender Aktivierung der Proteinkinase B (=Akt) führen. Durch Aktivierung dieser 

 Signalwege kommt es in der Folge u. a. zu gesteigerter Proteinbiosynthese und Proliferation, 

 entsprechenden Zelldifferenzierungsprozessen oder auch pro-angiogenetischen Effekten. 

 

PI3-K 

Akt MAPK/ERK 
 

�  Proteinbiosynthese 
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1.5 Zielstellung der vorliegenden Arbeit 
 

Die Einwirkung von Wachstumsfaktoren und Hormonen spielt neben dem Verlust 

wachstumshemmender Effekte eine wichtige Rolle in der Entstehung von Tumoren. Für das 

hepatozelluläre Karzinom (HCC) sind bei der Ratte die allerfrühesten Tumorvorstufen, die 

Präneoplasien, morphologisch gut charakterisiert. Ihre Entstehungsmechanismen jedoch sind 

noch nicht vollständig verstanden.  

Da das Thyroidhormon T3 ein starkes Mitogen für Hepatozyten darstellt und proliferative 

Effekte ausübt, könnte es über eine verstärkte Aktivierung physiologischer Signalwege für die 

Hepatokarzinogenese von Bedeutung sein.  

Als Grundgedanke der Experimente der vorliegenden Arbeit wurde dabei von dem Konzept 

ausgegangen, dass durch einen lokalen Hormonüberschuss präneoplastische Leberherde 

induziert werden, aus denen sich über längere Zeiträume hepatozelluläre Tumoren entwickeln. 

Hierzu wurde das bereits etablierte Modell der portal-embolischen Transplantation von 

Schilddrüsenfollikeln in die Leber thyreoidektomierter Ratten angewendet. 

 

Mit dieser vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, in wie fern der Wachstumsfaktor 

TGF�  und die Aktivierung des EGF-Rezeptors an der Entstehung der nach 

Schilddrüsenfollikeltransplantation sich entwickelnden Leberherde beteiligt sind. Durch die 

Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib, der spezifisch den EGF-R und somit die putativ 

proliferative Wirkung von TGF�  blockiert, sollte ebenfalls in vivo überprüft werden, ob die 

Entstehung der durch Schilddrüsenhormone induzierten Leberherde verhindert und die 

Proliferationsaktivität der entsprechenden Hepatozyten beeinflusst werden kann. 

 

Zusätzlich sollte in Zellkulturexperimenten an der Lebertumorzellline HepG2 der Einfluss 

von sowohl T3, als auch von Gefitinib auf die Proliferationsaktivität der HepG2-Zellen 

getestet werden.  
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material für die Tierexperimente 

 

2.1.1 Versuchstiere 

Zur Durchführung der tierexperimentellen Versuche der vorliegenden Arbeit dienten 

männliche Lewis-Ratten im Alter von etwa 3 Monaten (Firma Harlan Winkelmann, Borchen). 

Tiere mit einem Körpergewicht von 70 - 90 g dienten als Empfängertiere, während Tiere mit 

180 g bis 200 g Körpergewicht als Spendertiere dienten.  

Jeweils zwei Ratten wurden in Typ III Makrolon-Tierkäfigen bei freiem Zugang zu Futter und 

Leitungswasser, konstanter Raumtemperatur von 24°C und regelmäßigem 12-Stunden-

Tag/Nachtrhythmus gehalten. Den Tieren wurde nach ihrer Lieferung zunächst für ca. eine 

Woche Zeit gegeben, sich an ihre neue Umgebung zu adaptieren, bevor die Experimente 

begannen.  

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden beim Landesamt für Landwirtschaft, 

Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburg Vorpommern beantragt und gemäß  § 8 

Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde von diesem die Genehmigung des 

Tierversuchsvorhabens unter dem Aktenzeichen LALLF M-V/TSD/7221.3-1.1-023/08 erteilt.  

   

2.1.2 Material für die Tierhaltung 

Alleinfutter für Ratten- und Mäuse-Haltung; 10 mm  ssniff 

Einstreu (3/4 S-Faser; 2-4 mm Partikelgröße)   ssniff 

Experimentalfutter R/M jodarm, <15 µg J / kg; 10 mm   ssniff 

Experimentalfutter R/M jodarm, + 0,5 g / kg PTU  

(Propylthiouracil); 10 mm     ssniff 

Tierkäfige aus Makrolon (800 cm2 Bodenfläche)    Ebeco 

Tierkäfigreinigungsanlage      IWT Tecniplast  

Tränkflasche 500 ml       Ebeco 

Tränkkappe        Ebeco 
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2.1.3 Laborgeräte und Verbrauchsmaterial 

Brutschrank         Heraeus 

Chirurgisches Nahtmaterial, Naturseide schwarz,  

nicht resorbierbar, DR 12, 4/0 USP    Catgut 

Einbettkasette, weiß       R. Langenbrinck 

Einmalkanüle Neoject®, 23 G x 1´´      Dispomed Witt 

Einmalkanüle Neolus®, 26 G x 23 mm     Terumo 

Einmalpasteurpipette (3,5 ml)     Sarstedt 

Einmalspritze (1 ml)       Dispomed Witt 

Einmalspritze (1 ml) BD Plastipak™          BD Spanien 

Eismaschine        Ziegra 

Faltenfilter (ø 320 mm)       Sartorius 

Feinwaage TE 313 S       Sartorius 

Gefahrstoffschrank       Asecos 

Gefrierschrank       Dometic Medical Systems 

Handpipette        Eppendorf 

Infusionsgerät „Intrafix® Primeline Classic“    Braun 

Instrumentendesinfektionswanne (3 l)     Bode 

i.v. Venenverweilkanüle, 20 GA, BD Adyste Pro™   BD Vialon™ 

Kleintier-OP-Tisch       Braun 

Kleintierwaage Kern 440-45N     Kern & Sohn GmbH 

Konisches Schraubröhrchen (15 ml, 50 ml)    Falcon 

Knopfkanüle, gebogen; 1,2 x 70 mm     Kratz 

Kryoröhrchen für Serum „Cryo S™, RP“    Greiner Bio-One 

Kryoröhrchen für Serum „Cryo Tube™ Vials“ (1,8 ml)  Nunc™ Brand Products 

Kryobehälter für Stickstoff      Georg Schubert, Berlin 

Kühlschrank        Dometic Medical Systems 

Laborzentrifuge       Sigma 

Lichtmikroskop „Leica MZ6“     Leica 

Lichtmikroskop „Leica M651“     Leica 

Magnetrührstäbchen        Roth 

Mullkompresse Grazin®, 10 x 10 cm     Lohmann & Rauscher 

Mulltupfer, 20 x 20 cm, pflaumengroß    Beese Medical 

OP-Besteck        Asanus Medizintechnik 
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OP-Lampe „Mach 130“      Ondal Industrietechnik 

OP-Tisch        UFSK International 

Osmotische Pumpe alzet®, Model 2ML1    Durect™ 

Peha Soft - Puderfreie Untersuchungshandschuhe   Hartmann  

Petrischalen        Schott 

pH-Meter inolab       WTW  

Pipettenspitzen (1000 µl)      Sarstedt 

Plastikbecher mit Schraubverschluss (100 ml)   Sarstedt 

Rasiergerät Elektra II       Aesculap 

Rasierklingen        Rotbart 

Reagenzglas (10 ml)       Schott 

Röhre mit Verschluss (16 ml, 30 ml)     Sarstedt 

Skalpellklingen „präzisa plus“, No. 10    Dahlhausen & CO 

S-Monovette® - Blutentnahmesystem, 92 x 15 mm   Sarstedt  

Spülmaschine         Miele Professional 

Sterile Spritze (2 ml, 5 ml, 10 ml)     BD Spanien 

Sterilisator 205       MELAG 

Tiefkühltruhe “profiline”      Liebherr 

Tiefkühltruhe (-80 °C)      Kälte-Klima-Anlagenbau 

Tischlampe KL 1500 electronic     Schott 

Trimming-Klingen       Feather 

Variomag Mono Magnetrührer     Thermo Electron Corp. 

Verbandzellstoff, 20 x 30 cm      Fesmed 

Vortex Mixer        neolab 

Wattestäbchen „Bel premium“      Hartmann 

Wundklammern „Michel“, 7,5 x 1,75 mm    Braun 

 

2.1.4 Chemikalien und Lösungen 

Aqua bidest        eigene Herstellung 

Aqua deionisata        Delta Select 

Carboxymethylcellulose, 1%ig     Sigma 

Citratpuffer        Merck 

Diethylether, �  99,5%, zur Synthese, stab.    Roth 

Flüssiger Stickstoff       Air Liquid Medical GmbH 
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Formaldehyd, 4,5%, pH 7       Apotheke der Ernst- 

         Moritz-Arndt Universität  

         Greifswald  

Formamid, 95%ig       Roth 

Gefitinib Pulver       LC Laboratories 

Gefitinib-Lösung, 2%ig:  

Pulver gelöst in 1%iger Carboxymethylcellulose 

Glutardialdehyd, 25%ig      Merck 

Hanks´ Balanced Salt Solution, 10x, without NaHCO3   Sigma 

HCl         Merck 

Isotone NaCl-Lösung, 0,9% (10 ml, 500 ml)   Braun 

Kaliumperchlorat purum p. a.      Fluka 

Ketamin (Ketanest®), 10%ig      CEVA 

NaOH         Merck 

Proteinase, bakterielle, Typ XXIV, 0,1%ig    Sigma 

Pufferlösung für pH-Meter „chem solute“    Th. Geyer 

Ringerlösung        Braun 

Xylazin (Rompun®), 2%ig, Injektionslösung   Bayer 

Schweinenormalserum      DAKO 

TRIS-Puffer        Merck 

Wasserstoffperoxidlösung, 3%ig     DAKO 

2-Methylbutan, 99%, zur Synthese     Roth 

5-Bromo-2´-desoxyuridin (BrdU), minimum 99% HPLC  Sigma 

Spüllösung für Perfusionsfixation (pH 7,4) 

- Rezept für 1 l Endvolumen: 

  40 g Dextran       Serva 

  5 g Procain-HCl      Caelo 

  auf Endvolumen auffüllen mit RingerlösungBraun 

  pH-Einstellung mit NaOH    Merck 
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Fixierlösung für Perfusionsfixation (pH 7,4) 

- Rezept für 1 l Endvolumen: 

40 g Dextran      Serva 

  30 g Paraformaldehyd    Merck 

  mit Phosphatpuffer auf Endvolumen auffüllen: 

  2,65 g Natriumdihydrogenphosphat   Merck 

  13,9 g Dinatriumhydrogenphosphat   Merck 

  pH-Einstellung mit NaOH    Merck 

vor Gebrauch Zusatz von 10 ml Glutardialdehyd Merck 

(25%ige Lösung in Wasser) pro 0,5 l Lösung    

 

Fixierlösung für Nachfixierung (pH 7,4)     

- Rezept für 1 l Endvolumen: 

30 g Paraformaldehyd    Merck 

  mit Phosphatpuffer auf Endvolumen auffüllen:   

2,65 g Natriumdihydrogenphosphat   Merck 

   13,9 g Dinatriumhydrogenphosphat   Merck 

  pH-Einstellung mit NaOH    Merck 

vor Gebrauch Zusatz von 10 ml Glutardialdehyd Merck 

(25%ige Lösung in Wasser) pro 0,5 l Lösung    

  

2.1.5 Antikörper / Immunhistochemie 

Antibody-Diluent       DAKO 

Biotinylierter Sekundärantikörper      

   (biotinyliertes anti-Maus-IgG)      DAKO  

 Bond Enzyme Pretreatment Kit     Leica 

Bond Dewax Solution      Leica 

3-3´-Diaminobenzidin (DAB)     DAKO 

Färbeautomat „Bondmax“      Leica 

Hämalaun        Merck 

Labelled streptavidin biotin (LSAB+) Kit    DAKO 

Perjodsäure/Schiff Reagenz (PAS) Dr. K. Hollborn GmbH & 

Co KG 
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Polymer  

   (Anti-Kaninchen-Poly-HRP [horseradish peroxidase]) Leica 

Post-Primär-Antikörper 

   (Kaninchen-anti-Maus, polyklonal) Leica 

Primärantikörper gegen BrdU   

(Maus-anti-BrdU; monoklonal)     DAKO 

Primärantikörper gegen EGF-R 

(Maus-anti-EGF-R; monoklonal)     Menarini 

Primärantikörper gegen TGF�  

(Maus-anti-TGF� ; monoklonal)     Merck 

Roti-Histokit         Roth 

Streptavidin-Peroxidase-Komplex     DAKO 

Xylol         Merck 

 

2.1.6 Computerprogramme 

Excel 2003        Microsoft 

NIS-Elements BR 3.00      Nikon 

Windows XP        Microsoft 

Word 2003        Microsoft 

 

 

2.2 Methodik der Tierexperimente 

 

2.2.1 Tiergruppen  

Die bei den tierexperimentellen Versuchen verwendeten Ratten wurden in folgende Gruppen 

eingeteilt:  

 

Tab. 1    Darstellung des Versuchsaufbaus anhand der experimentellen Tiergruppen. TG: Tiergruppe. 

Experimentelle 

Gruppe 

Tötungszeitpunkt 

(nach Versuchsbeginn) 

Dauer der Gefitinibgabe 

(vor dem Tötungszeitpunkt) 

Gruppenstärke 

TG 1  3 Monate - 15 

TG 2 3 Monate 2 Wochen 15 

 



  Material und Methoden 
 
 

 18 

An den Tieren beider Gruppen wurden ca. zwei Wochen nach operativer Thyreoidektomie die 

Schilddrüsenfollikeltransplantationen in die Leber durchgeführt. Die Ratten der Tiergruppe 2 

erhielten in den letzten zwei Wochen vor ihrem Tötungszeitpunkt einmal täglich Gefitinib per 

os über eine Schlundsonde. Als Kontrolle dienten die jeweils linken Leberlappen der 

Versuchstiere als intraindividueller Vergleich (vgl. Abschnitt 2.2.4.2).   

 

2.2.2 Thyreoidektomie der Ratten 

Die Ratten wurden unter Ethernarkose thyreoidektomiert. Dazu wurde zunächst der 

Halsbereich der narkotisierten Tiere rasiert und mit Ethanol desinfiziert. Anschließend 

wurden die Tiere auf dem Kleintier-OP-Tisch kopfabwärts auf dem Rücken liegend gelagert. 

Unter Sicht durch das Mikroskop wurde nach medianem Halsschnitt die Trachea mit den 

anliegenden Schilddrüsen freipräpariert. Nach Durchtrennung des Isthmus konnte die 

Schilddrüse mit feinen Pinzetten vorsichtig entnommen werden. Hierbei wurde besonderes 

Augenmerk auf die Schonung des Nervus recurrens gelegt. Die im Rahmen der 

Thyreoidektomie evtl. auftretenden stärkeren Blutungen konnten durch Reponierung der 

Halsmuskulatur zum Stehen gebracht werden. Die Wundränder der Haut wurden abschließend 

durch Klammern verschlossen. Die Tiere wurden nach erfolgter Thyreoidektomie in die 

jeweiligen Käfige gebracht und bis zum Wiedererwachen aus der Narkose beobachtet. Die 

Transplantation (vgl. Abschnitt 2.2.4) erfolgte nach einer 15-tägigen Erholungsphase.    

 

2.2.3 Vorbehandlung der Spendertiere 

Für die Schilddrüsenfollikeltransplantationen waren Organspendertiere notwendig, da die 

Schilddrüsen, welche den Ratten beider Tiergruppen im Rahmen der Thyreoidektomien 

entnommen wurden, aufgrund der dabei auftretenden mechanischen Quetschungen nicht für 

die Transplantationen geeignet waren.  

Die Spendertiere wurden mittels einer Spezialdiät vorbehandelt, um eine Entspeicherung der 

Schilddrüsenfollikel und dadurch bedingte Hyperplasie ihrer Schilddrüsen zu erreichen. 

Hierzu enthielt der Diätplan das Thyreostatikum Propylthiouracil (PTU) als 

Jodisationshemmer sowie Kaliumperchlorat (KClO4) als Jodinationshemmer. Die KClO4-

Behandlung nach PTU-Gabe soll die Schilddrüse jodfrei halten. Die jodarme Diät zum 

Abschluss mit Wasser ohne KClO4 wurde gewählt, um einen direkten KClO4-Effekt zu 

vermeiden. Der Diätplan setzte sich wie folgt zusammen: 

 

 



  Material und Methoden 
 
 

 19 

Tab. 2 Darstellung des Diätplans der Spendertiere zum Zweck der Entspeicherung und Induktion der 

 Hyperplasie der Schilddrüsen. KClO4: Kaliumperchlorat; PTU: Propylthiouracil. 

Diätstufe Spezielles Futter / Trinkwasser Dauer 

 

1 

             - Jodarmes Futter + 0,5 g PTU / kg 

             - Normales Leitungswasser 

 

10 Tage 

 

2 

             - Jodarmes Futter ohne PTU 

             - Aqua bidest + 1% KClO4 

 

2 Tage 

 

3 

             - Jodarmes Futter ohne PTU 

             - Aqua bidest ohne KClO4 

 

3 Tage 

 

 

2.2.4 Schilddrüsenfollikeltransplantation 

2.2.4.1 Spendertiere und Vorbereitung der Transplantate 

Nach 15 Tagen Vorbereitung mittels Spezialdiät (vgl. Abschnitt 2.2.3) wurden die 

Spendertiere durch intraperitoneale Injektion mit Ketamin (100 mg/kg Körpergewicht) plus 

Xylazin (4 mg/kg Körpergewicht) tief narkotisiert und nach Rasur sowie Ethanoldesinfektion 

des Halsbereichs in Rückenlage auf dem Kleintier-OP-Tisch gelagert. Anschließend wurde 

nach medianem Halsschnitt die Trachea mit der vergrößerten Schilddrüse freipräpariert und 

ein ca. 0,5 cm großer Abschnitt der Trachea, an dem sich die Schilddrüse befand, durch 

Scherenschlag entnommen, ohne die Schilddrüse dabei mechanisch zu belasten bzw. zu 

quetschen. 

Das entnommene Organpaket wurde in eine mit Hanks´-Lösung gefüllte Petrischale  überführt 

und die Schilddrüse unter dem Mikroskop vorsichtig von der Trachea abgelöst. Die beiden 

pro Tier erhaltenen Schilddrüsenlappen wurden anschließend mit Hilfe einer Rasierklinge 

durch Schneidbewegungen fein zerkleinert, ohne die Schilddrüsenfollikel zu quetschen. Nach 

erfolgter Präparation wurden die Follikel in ein mit Hanks´-Lösung gefülltes Reagenzglas 

überführt und nachdem sie sich abgesetzt hatten unter Verwendung  einer 1 ml Spritze mit 0,6 

mm starker Kanüle aufgezogen und bis zur Transplantation auf Eis gelagert. In einem 

Transplantationszyklus wurden zunächst die Schilddrüsen zweier Spendertiere gewonnen und 

präpariert sowie anschließend zwei Empfängertieren der Tiergruppen transplantiert. 
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2.2.4.2 Organempfänger und Schilddrüsentransplantation 

Die ca. 2 Wochen vor der Transplantation thyreoidektomierten Ratten der beiden Tiergruppen 

wurden für die Transplantation kontinuierlich mit Diethylether narkotisiert, das Abdomen 

rasiert und mit Ethanol desinfiziert. In Narkose erfolgte zunächst die mediane Laparotomie 

mit anschließender Verlagerung des Darmkonvoluts nach extraabdominal rechts vor die 

Bauchdecke. Mit Hilfe einer kleinen Gefäßklemme wurden die Milzgefäße abgeklemmt und 

das Darmkonvolut auf die linke Seite vor die Bauchdecke verlagert, sodass die Pfortader ohne 

weitere präparative Maßnahmen freilag. Durch Auflegen einer kontinuierlich mit erwärmter 

NaCl-Lösung versetzten Kompresse wurde das nach extraabdominal verlagerte Darmkonvolut 

feucht gehalten, um das Austrocknen und damit einhergehende Reizungs- und 

Entzündungsprozesse zu vermeiden. Nach leichtem Anheben des linken Leberlappens konnte 

der linke Pfortaderast ebenfalls unter Verwendung einer kleinen Gefäßklemme abgeklemmt 

werden. Anschließend erfolgte die Punktion des Pfortaderhauptstammes mit der vorbereiteten 

follikelenthaltenden Spritze und die langsame Injektion der Schilddrüsenfollikel mit ca. 

0,8 ml Hanks´-Lösung in die Pfortader. Durch das Abklemmen des linken Leberlappens 

sowie des linken Anteils des Mittellappens wurde sichergestellt, dass die Schilddrüsenfollikel 

lediglich in die rechte Leberhälfte transplantiert werden und die linke Hälfte somit als interne 

schilddrüsenfollikelfreie Kontrolle fungiert. Nach der Punktion wurden die Gefäßklemmen 

entfernt und die Punktionsstelle durch sachtes Auflegen eines Fingers komprimiert. Sobald 

sich die Punktionsstelle durch Gerinnungsprozesse verschlossen hatte, wurde das gesamte 

Darmkonvolut in die Bauchhöhle zurückverlagert. Die Bauchdecke der Ratten wurde 

abschließend durch Nahtverschluss adhäriert und verschlossen, die Bauchhaut wurde 

geklammert. Die Ratten wurden nach erfolgter Transplantation und Wundverschluss in ihrem 

jeweiligen Käfig bis zum Wiedererwachen aus der Narkose beobachtet.  

 

2.2.5 Gewichtskontrollen 

Alle Ratten wurden sowohl am Tag ihrer Lieferung als auch zum Tötungszeitpunkt gewogen. 

Bei den Spendertieren erfolgte die Bestimmung des Körpergewichts bis zum Tag ihrer Tötung 

einmal monatlich. Ebenso wurde bei den Ratten der beiden Tiergruppen verfahren, wobei 

diese zusätzlich am Tag der Thyreoidektomie, der Transplantation sowie am ersten und 

dritten postoperativen Tag, im ersten postoperativen Monat einmal wöchentlich und ab dem 

zweiten postoperativen Monat einmal monatlich gewogen wurden. Des Weiteren wurde das 

jeweilige Körpergewicht zum Zeitpunkt der erstmaligen Gefitinibgabe ermittelt.    
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2.2.6 Applikation von Gefitinib 

Die Tiere der Tiergruppe 2 erhielten ab zwei Wochen vor ihrer Tötung einmal täglich 

Gefitinib in einer Konzentration von 20 mg/kg Körpergewicht. Dabei wurde das in 1%iger 

Carboxymethylcellulose aufgeschüttelte Gefitinib mit Hilfe einer Einmalspritze und einer 

gebogenen Knopfkanüle den Ratten oral verabreicht.  

 

2.2.7 Applikation des Nukleosidanalogons 5-Bromo-2´-desoxyuridin  

Das Nukleosidanalogon 5-Bromo-2´-desoxyuridin (BrdU) kann von lebenden Zellen 

aufgenommen werden und anstelle des Nukleotids Desoxythymidintriphosphat während der 

Synthesephase des Zellzyklus in den neu synthetisierten DNA-Strang eingebaut werden. 

Diejenigen Zellkerne, die zwischen Applikation von BrdU und Präparation des Gewebes die 

S-Phase des Zellzyklus durchschritten und BrdU in den neu gebildeten DNA-Strang 

eingebaut haben, können somit durch Anwendung immunhistochemischer Methoden 

dargestellt werden. Auf diese Weise lässt sich die Proliferationsaktivität der Zellen des 

jeweiligen Gewebes bestimmen und quantifizieren.  

Zu diesem Zweck wurde der Hälfte der Tiere eine Woche vor ihrer Tötung eine osmotische 

Pumpe dorsal zwischen beide Scapulae subkutan implantiert. Diese Pumpen waren gefüllt mit 

40 mg BrdU, gelöst in 2 ml 0,9%iger NaCl-Lösung. Die Ratten wurden dazu mit Ether 

narkotisiert, dorsal im Bereich der Scapulae rasiert und die betroffene Haut mit Ethanol 

desinfiziert. Nach transversalem Hautschnitt wurde anschließend unter Anheben des 

kaudawärts gelegenen Schnittrandes und Ablösen der Haut von der Rückenmuskulatur mittels 

Vorschieben und Spreizen einer stumpfen dünnen Schere, eine subkutane Tasche gebildet, in 

die die Pumpe eingesetzt werden konnte. Zum Schluss wurde die Inzisionsstelle durch eine 

Klammernaht verschlossen. Die Pumpen gaben das BrdU über einen Zeitraum von sieben 

Tagen kontinuierlich ab (10 µl pro Stunde).  

Die restlichen Tiere, die keine osmotische Pumpe implantiert bekamen, erhielten jeweils eine 

Stunde vor ihrer Tötung 20 mg BrdU, gelöst in 2 ml 0,9%iger NaCl-Lösung. Dabei wurde 

jedem dieser Tiere 1 ml subkutan und 1 ml intraperitoneal injiziert.  

 

2.2.8 Töten der Tiere und Gewebspräparation 

Die planmäßige Tötung der Tiere erfolgte durch intraperitoneale Injektion mit Ketamin 

(100 mg/kg Körpergewicht) plus Xylazin (4 mg/kg Körpergewicht). Anschließend wurde das 

jeweilige Tier auf dem Rücken liegend auf dem Kleintier-OP-Tisch gelagert und eine 

großzügige mediane Laparotomie durchgeführt. Nach der Verlagerung des Darmkonvoluts 
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nach extraabdominal rechts, wurde die Bauchaorta mit zwei feinen Pinzetten freipräpariert 

und mit einer Venenverweilkanüle von 1,1 mm Durchmesser punktiert. Es erfolgte 

anschließend die Entnahme von 5 ml arteriellem Blut, von dem nach 10-minütiger 

Zentrifugation bei 5000 rpm (revolutions per minute) das Serum abpipettiert und für spätere 

Zwecke bei -80 °C eingefroren wurde. Nach der Fixierung der in der Bauchaorta befindlichen 

Venenverweilkanüle mit Hilfe zweier großer Klemmen wurde die Spüllösung über ein 

Infusionssystem an die Venenverweilkanüle angeschlossen, wodurch die Perfusion der 

Blutgefäße erfolgte. Um den Perfusionseffekt zu gewährleisten, wurde durch Eröffnung der 

Vena cava inferior mittels Scherenschlag ein offenes System des Blutkreislaufs hergestellt. 

Der Mittellappen der Leber wurde nach Abklemmen dessen Gefäßversorgung mittels kleiner 

Klemmen abgesetzt. Auch die Gefäßversorgung der linken Niere wurde auf diese Weise 

unterbrochen und das Organ entnommen. Während die Niere anschließend longitudinal ihrer 

Längsachse folgend mit Hilfe einer Rasierklinge halbiert wurde, wurde der Leberlappen in ca. 

1 mm dicke Lamellen geschnitten, wobei eine Trennung der Lamellen in rechte und linke 

Hälfte des Mittellappens erfolgte. Beide Organe wurden über 2-Methylbutan in flüssigem 

Stickstoff tiefgefroren. Bis zum Erreichen einer homogenen Blutleere der Organe wurde die 

Spülung für ca. 5 min fortgesetzt. Anschließend wurde die Spülung gestoppt und die 

Fixierlösung an die Venenverweilkanüle angeschlossen und gestartet. Die Fixierung der 

Organe wurde solange durchgeführt, bis sie palpatorisch die gewünschte Festigkeit aufwiesen. 

Im Anschluss daran wurde das Tier exenteriert. Die dabei entnommenen Organe wurden in 

Formaldehydlösung (Herz, Lunge, Milz, Pankreas, Hoden) bzw. in Nachfixierlösung 

(Restleber, rechte Niere, Darm, Schilddrüse, Gehirn, Hypophyse) für mindestens 24 h fixiert 

und anschließend zugeschnitten. Von jeder Leber wurden dabei 10 Paraffinblöcke angefertigt, 

von jedem anderen Organ - mit Ausnahme des Gehirns - jeweils ein Block.  

Die Tiere, die während des Versuchs spontan verstarben, wurden seziert und dabei 

makroskopisch auf mögliche Todesursachen hin inspiziert. Die Organe dieser Tiere wurden 

entnommen, in Formaldehydlösung fixiert und anschließend ebenfalls zugeschnitten. 

Weiterführende immunhistochemische Untersuchungen wurden an den Organen dieser Tiere 

nicht durchgeführt.  
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2.2.9 Immunhistochemische Untersuchungen 

2.2.9.1 BrdU-Markierung 

An definierten Leberschnitten wurde immunhistochemisch die BrdU-Markierung dargestellt. 

Die BrdU-Immunhistochemie der entsprechenden Paraffinschnitte erfolgte nach der ABC-

Methode (Avidin-Biotin-Complex-Methode): 

 

1. Um die durch die Formalinfixierung entstandenen Proteinvernetzungen zu lösen und 

Konformitätsänderungen zu beheben, wird der entparaffinierte Schnitt im Schnellkochtopf 

in Citratpuffer bei pH 6 und über 100 °C für 4,5 min gekocht. Hierbei werden verdeckte 

Antikörperbindungsstellen freigelegt. Anschließend lässt man den Schnitt abkühlen. 

2. Es folgt die 10-minütige Andauung des Gewebes durch 0,1%ige bakterielle Proteinase, 

Typ XXIV, bei 37 °C. Danach wird mit TRIS-Puffer gewaschen.  

3. Um die Tertiärstruktur der DNA-Helix zu zerstören, wird der Schnitt bei 70 °C für eine 

Stunde in 95%iges Formamid gegeben. Im Anschluss erfolgt ein Waschschritt mit TRIS-

Puffer.  

4. Für 30 min wird der Schnitt mit 3%iger Wasserstoffperoxidlösung inkubiert. 

5. Anschließend erfolgt zur Absättigung unspezifischer sterischer Proteinbindungen eine 10-

minütige Inkubation in 20%igem Schweinenormalserum, verdünnt mit TRIS-Puffer. 

6. Über Nacht wird der Schnitt nun mit dem gegen BrdU gerichteten Primärantikörper 

inkubiert, der im Verhältnis 1:50 mit Antibody-Diluent verdünnt wurde. Die sich 

anschließende Weiterbehandlung erfolgt durch Einsatz des LSAB+ Kits. 

7. Nach Spülung des Schnittes mit TRIS-Puffer findet die Inkubation mit biotinyliertem 

Sekundärantikörper statt, gefolgt von erneuter Spülung mit TRIS-Puffer. 

8. Nun wird der Schnitt für 30 min mit einem Streptavidin-Peroxidase-Komplex inkubiert, 

welcher mit der Biotinkomponente des Sekundärantikörpers reagiert.  

9. Nachdem eine weitere Spülung mit TRIS-Puffer erfolgte, wird der Schnitt für 10 min mit 

dem Farbstoff Diaminobenzidin inkubiert, welcher mit den Peroxiden reagiert, die durch 

die Peroxidase umgesetzt wurden. Um die Reaktion zu unterbrechen, wird der Schnitt 

anschließend vorsichtig mit Aqua deionisata abgespült.    
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2.2.9.2 EGF-R und TGF�  

Zur immunhistochemischen Darstellung des EGF-R wurde der definierte entparaffinierte 

Leberschnitt mit Hilfe einer Proteinase des Bond Enzyme Pretreatment Kits angedaut. Der 

entsprechende Primärantikörper wurde in einer Verdünnung von 1:50 angewendet. 

Zur Darstellung von TGF�  wurde nach einer Hitzevorbehandlung bei pH 6 der Primär-

antikörper in einer Verdünnung von 1:100 verwendet.  

Die jeweils nachfolgenden Färbeschritte erfolgten automatisch durch Anwendung des 

Beckenkammprogramms des Bond-Färbeautomaten der Firma Leica: 

 

Protokoll für EGF-R-Färbung: 

- Paraffinschnitte, 2 µm, Trocknung über Nacht bei 60 °C 

- EGF-R-Antikörper 1:50 verdünnt mit Antibody-Diluent 

- Bearbeitung im Bond-Färbeautomaten: 

- Entparaffinierung mit Bond Dewax Solution 

- Hitzevorbehandlung bei pH 9,0 zur Lösung von bestehenden Querver-

netzungen 

- proteolytische Andauung des Schnittes mittels Proteinase 

- Peroxidase-Block für 10 min zur Blockierung endogener Peroxidasen 

- Inkubation mit Primär-Antikörper für 60 min 

- Inkubation mit post-Primär-Antikörper für 10 min, welcher die Möglichkeit zur 

Bindung des nun folgenden Polymers erhöht 

- Inkubation mit Polymer für 30 min 

- Inkubation mit DAB (3-3´-Diaminobenzidintetrahydrochlorid) für 20 min, 

welches den Komplex sichtbar macht 

- Gegenfärbung mit Hämalaun für 8 min 

- Entwässern in aufsteigender Alkoholreihe, gefolgt von Xylol 

- Eindecken mit Roti-Histokit 

 

 

 

 

 

 

 



  Material und Methoden 
 
 

 25 

Protokoll für TGF� -Färbung: 

- Paraffinschnitte, 2 µm, Trocknung über Nacht bei 60 °C 

- TGF� -Antikörper 1:100 verdünnt mit Antibody Diluent 

-  Bearbeitung im Bond-Färbeautomaten: 

- Entparaffinierung über Automaten mit Bond Dewax Solution 

- Hitzevorbehandlung im Automaten bei pH 6,0 zur Lösung von bestehenden 

Quervernetzungen 

- proteolytische Andauung des Schnittes mittels Proteinase 

- Peroxidase-Block für 10 min zur Blockierung endogener Peroxidasen 

- Inkubation mit Primär-Antikörper für 60 min 

- Inkubation mit post-Primär-Antikörper für 10 min, welcher die Möglichkeit zur 

Bindung des nun folgenden Polymers erhöht 

- Inkubation mit Polymer für 30 min 

- Inkubation mit DAB (3-3´-Diaminobenzidintetrahydrochlorid) für 20 min, 

welches den Komplex sichtbar macht 

- Gegenfärbung mit Hämalaun für 8 min  

- Entwässern in aufsteigender Alkoholreihe, gefolgt von Xylol 

- Eindecken mit Roti-Histokit 

 

Im Rahmen der Auswertung wurde ermittelt, ob die Hepatozyten der Leberherde bzw. des 

extrafokalen Gewebes eine membranöse Expression von EGF-R bzw. zytoplasmatische 

Expression von TGF�  aufwiesen. Der jeweiligen Färbeintensität entsprechend wurde die 

Expression von EGF-R und TGF�  semiquantitativ als stark oder schwach eingestuft. 

 

2.2.10 Proliferationsaktivität 

Die Proliferationsaktivität wurde bei den Tieren, die eine osmotische Minipumpe implantiert 

bekamen, mit Hilfe des BrdU-Labeling-Index (BrdU-LI) ermittelt, bei dem der Anteil der 

BrdU-positiven von allen gezählten Hepatozytenzellkernen in Prozent angegeben wird.  

Mit Hilfe des Mikroskops wurden bei 400-facher Vergrößerung die BrdU-positiven sowie 

negativen Hepatozytenzellkerne in den Leberherden sowie im Kontrollgewebe 

(schilddrüsenfollikelfreier linker Leberlappen) ausgezählt. 

Dabei wurde der BrdU-LI aller Leberherde von drei Leberschnitten eines Tieres bestimmt. Im 

Kontrollgewebe wurde der BrdU-LI von jeweils 2000 gezählten Hepatozytenzellkernen 

ermittelt.   
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2.2.11 Statistik 

Es erfolgte sowohl ein Vergleich zwischen dem BrdU-LI der Leberherde und des 

Normalgewebes innerhalb einer Tiergruppe, als auch eine Gegenüberstellung der beiden 

Tiergruppen bzgl. der BrdU-LI der Leberherde sowie der Normalgewebe. Weiterhin wurden 

die ermittelten Körpergewichte beider Tiergruppen miteinander verglichen.  

Von den Tieren, die BrdU eine Stunde vor ihrer Tötung appliziert bekamen, wurde kein 

BrdU-LI bestimmt. Die erhobenen Gewichtsdaten dieser Tiere flossen in den 

Gewichtsvergleich zwischen den beiden Tiergruppen ein.      

Es wurde jeweils der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test (Microsoft Excel 2003, Redmond, 

USA) verwendet, wobei dieser für gepaarte (Vergleich Herde vs. Normalgewebe einer 

Tiergruppe) bzw. ungepaarte Stichproben (Vergleich Herde bzw. Normalgewebe 

Tiergruppe 1 vs. Tiergruppe 2) durchgeführt wurde. Unterschiede wurden bei einer 

Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 als signifikant akzeptiert.      

 

 

2.3 Material für die Zellkulturexperimente 

 

2.3.1 Die Zelllinie 

Für die Durchführung der Zellkulturexperimente wurde die Zelllinie HepG2 (American Type 

Culture Collection [ATCC], Manassas, USA) verwendet. Morphologisch stellen sich HepG2-

Zellen als polygonale adhärente Strukturen dar, die bei längerer Kultivierung ein 

dreidimensionales Wachstum zeigen. (LGC-Standards, 2011; Aden et al., 1979). Die 

Kultivierung der Zellen erfolgte in Dulbecco´s Minimum Essential Medium (DMEM), 

welches einen Glukosegehalt von 1 g/l aufweist und versetzt ist mit 10% fetalem Kälberserum 

(FCS) sowie Penicillin/Streptomycin (100-fach), im Inkubator bei 5% CO2 und 37,0 °C. 

  

 

2.3.2 Laborgeräte, Verbrauchsmaterial und Zellkulturartikel 

Brutschrank        MMM Medcenter  

Einrichtungen GmbH 

Elektronische Pipettierhilfe Accu-jet®    Brand 

Feinwaage        Sartorius 

Fluoreszenzmikroskop “Olympus IX 70”    Olympus 

Gefrierschrank (-20 °C)      F®Bayer, Bosch 
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Gefrierschrank (-80 °C)      puffer hubbard 

Handpipette        Eppendorf 

Konisches Schraubröhrchen (15 ml, 50 ml)    Falcon 

Laborpumpe        KNF Neuberger 

Lichtmikroskop “Telaval”      Carl-Zeiss-Jena 

Mehrkanalpipette       Eppendorf 

Microplatereader „infinite M200“     Tecan 

Minishaker MS1       IKA 

Neubauer-Zählkammer      Labor Optik 

Pipettenspitzen (10 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl)   Biozym 

Reaktionsgefäße (1,5 ml, 2 ml)     Eppendorf 

Serologische Pipette (5 ml, 10 ml, 25 ml)    Sarstedt 

Sicherheitswerkbank Nunc Microflow Biological 

Safety Cabinet 

Wasserbad Autogene II      Grant 

Zellkulturflasche (75 cm2)      Greiner Bio One  

Zentrifuge MR1822       Jouan 

96-Well Gewebekulturplatte      Nunc 

 

2.3.3 Medium für die Zellkultur 

DMEM, “low glucose” (1 g/l), “with Glutamine”   PAA 

FCS 10%        PAA   

Penicillin/Streptomycin, 100-fach     PAA 

 

2.3.4 Chemikalien, Puffer und Lösungen 

Calcein AM        Fluka 

Cell Proliferation Reagent WST-1     Roche 

DMSO (Dimethylsulfoxid)      AppliChem 

DPBS (Dulbecco´s phosphate buffered saline)    Invitrogen 

Ethanol        Roth 

Gefitinib Pulver       LC Laboratories 

Gefitinib-Stocksolution, 10-4 M, gelöst in DMSO   

Insulin         Sigma 

Natriumhydroxid (NaOH)      Roth 
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Propidiumjodid       Sigma  

Trijodthyronin        Sigma 

Trypsin-EDTA (Ethylendiamin-N,N,N´,N´-tetraacetat)  PAA 

 

2.3.5 Computerprogramme 

Excel 2003        Microsoft 

i-control 1.6        Tecan   

Word 2003        Microsoft 

visicapture        Scion Corporation 

Microcal Origin 6.0G Professional     Originlab 

 

 

2.4 Methodik der Zellkulturexperimente 

 

2.4.1 Die Zellkultur 

2.4.1.1 Zellernte und Subkultivierung 

Die Subkultivierung der HepG2-Zellen fand etwa an jedem vierten Tag statt, wobei eine 

maximale Zelldichte von 0,5 x 106 Zellen/ml Medium nicht überschritten wurde.  

Zunächst wurde unter der Sicherheitswerkbank das Medium der Zellkulturflasche abgesaugt 

und verworfen. Die Zellen wurden anschließend durch Zugabe von 5 ml DPBS gewaschen 

und das DPBS danach ebenfalls abgesaugt und verworfen. Nach Zugabe von 5 ml 10-fach 

Trypsin-EDTA wurden die Zellen für ca. 2 min inkubiert. Nachfolgend wurde unter dem 

Lichtmikroskop das Ablösen der Zellen von ihrer Unterlage beurteilt und 15 ml frisches 

Gewebekulturmedium zu den bereits in der Zellkulturflasche vorhandenen 5 ml Trypsin-

EDTA gegeben. Die insgesamt 20 ml wurden in ein 50 ml Schraubröhrchen pipettiert und bei 

1500 rpm für 4 min zentrifugiert. Nach erfolgter Zentrifugation wurde der Überstand 

abgesaugt und verworfen und das Zellpellet in 10 ml frischem Gewebekulturmedium durch 

wiederholtes Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Die Zellen wurden anschließend je nach 

Zelldichte in einer Verdünnung von 1:5 oder 1:10 in einer neuen mit 30 ml frischem 

Gewebekulturmedium gefüllten Zellkulturflasche und bei den genannten Bedingungen 

(vgl. Abschnitt 2.3.1) kultiviert.  

Für Untersuchungen (Zellzahlbestimmung, Proliferationsassay) wurden die Zellen nach 

erfolgter Trypsinierung geerntet und zentrifugiert, der Überstand abgesaugt und verworfen. 
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Nun erfolgte die Resuspendierung des Zellpellets in 5 ml DPBS, gefolgt von erneuter 

Zentrifugation. Nachdem der Überstand abermals abgesaugt und verworfen wurde, konnten 

die Zellen in 10 ml serumfreiem Medium resuspendiert werden.      

 

2.4.1.2 Bestimmung der Zellzahl 

Nach erfolgter Zellernte, wie unter Abschnitt 2.4.1.1 beschrieben, wurde von der 

Zellsuspension in der 50 ml Schraubröhre ein 20 µl Aliquot 1:10 mit Gewebekulturmedium 

verdünnt und die Zellzahl in diesem Aliquot in der Neubauer-Zählkammer unter dem 

Lichtmikroskop bestimmt.  

In insgesamt vier Gruppenquadraten wurde der Mittelwert der Zellzahl bestimmt. Mit 

folgender Formel wurde die Zellzahl pro Milliliter errechnet: 

 

Zellzahl pro Milliliter = Mittelwert der Zellzahl x Kammerfaktor der Neubauer-

Zählkammer (104) x Verdünnungsfaktor (10). 

      

2.4.2 Proliferationsassay 

2.4.2.1 Prinzip des Assays 

Der Proliferationsassay „Cell Proliferation Reagent WST-1“ (Roche®) stellt eine 

colorimetrische Methode zur Quantifizierung lebender Zellen dar. WST-1 wird durch die 

Enzyme Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) oder Nikotinamidadenindi-

nukleotidphosphat (NADPH), welche in metabolisch aktiven Zellen durch das Wirken von 

Dehydrogenasen entstehen, bioreduziert. Die durch die Absorptionsmessung bestimmte 

Quantität des Reduktionsproduktes in Form optischer Dichtewerte ist direkt proportional zur 

Anzahl lebender Zellen der jeweiligen Probe.  

Die Untersuchung der Proliferationsaktivität der Zellen fand unter Kultivierung der Zellen mit 

serumfreiem Medium statt, um einen Einfluss der im Serum (FCS) enthaltenen 

Wachstumsfaktoren und -hormone auszuschließen.      

Es wurden hierbei je 104 Zellen pro Well einer 96-Well-Gewebekulturplatte ausgesät und 

jedes Well mit serumfreiem Medium sowie 0,4 µl einer 50 µM Insulinlösung auf insgesamt 

200 µl aufgefüllt. Die Zellen wurden dann für 48 h unter den in Abschnitt 2.3.1 genannten 

Bedingungen kultiviert, um sich an das serumfreie, insulinenthaltende Milieu zu adaptieren. 

Anschließend erfolgte die Zugabe verschiedener Konzentrationen von T3, Natriumhydroxid 

(NaOH), Gefitinib oder Dimethylsulfoxid (DMSO) (siehe unten). Nach erfolgter Inkubation 

für 48 h sowie 72 h wurden jeweils 20 µl des Proliferationsassay-Reagenz direkt in jedes Well 
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pipettiert, die Proben über einen Zeitraum von 4 h inkubiert und die Absorption des 

entstehenden Reduktionsproduktes bei einer Wellenlänge von 450 nm (Referenzwellenlänge 

650 nm) in einem Spektrophotometer (microplatereader) gemessen.   

 

2.4.2.2 Dosis-Wirkungs-Analysen für T3 

In ersten Proliferationsassay-Experimenten wurden die Zellen zunächst verschiedenen 

Konzentrationen des Schilddrüsenhormons T3 ausgesetzt, um eine optimale 

proliferationsfördernde Dosis zu eruieren. Die eingesetzten Endkonzentrationen erstreckten 

sich dabei von 10-7 M bis 10-12 M. Es wurden hierzu bspw. jeweils 2 µl einer 10-5 M T3-

Lösung pro Well pipettiert, welche im insgesamt auf 200 µl aufgefüllten Well eine 

Endkonzentration von 10-7 M ergab. Als thyroidhormonfreie Kontrolle diente die Zugabe von 

jeweils 2 µl einer 0,1 M NaOH-Lösung zu den entsprechenden Wells. Es wurden jeweils 

5-fach-Bestimmungen durchgeführt.  

 

2.4.2.3 Dosis-Wirkungs-Analysen für Gefitinib 

Ebenso erfolgten Untersuchungen der Wirkung von Gefitinib auf das Proliferationsverhalten 

der HepG2-Zellen, indem die Zellen mit verschiedenen Gefitinibkonzentrationen (1 µM, 

3 µM, 5 µM und 10 µM) inkubiert wurden. Hierzu wurden pro Well 2 µl einer 10-3 M 

Gefitiniblösung für eine Endkonzentration von 10 µM Gefitinib, 2 µl einer 1:2 verdünnten 

10-3 M Gefitiniblösung für eine Endkonzentration von 5 µM Gefitinib bzw. 1,2 µl der 

verdünnten Gefitiniblösung plus 0,8 µl DMSO für eine Endkonzentration von 3 µM Gefitinib 

oder 2 µl einer 10-4 M Gefitiniblösung für eine Endkonzentration von 1 µM Gefitinib 

hinzupipettiert. Als gefitinibfreie Kontrollen dienten entsprechende Wells, zu denen jeweils 

2 µl DMSO pipettiert wurden. Es erfolgte jeweils eine 5-fach-Bestimmung. 

 

2.4.2.4 Proliferationsassays unter kombinierter Applikation von T3 und Gefitinib 

Nachdem sowohl für T3 als auch für Gefitinib ein entsprechender Dosis-Wirkungsbereich 

aufgezeigt wurde, konnten die HepG2-Zellen in folgenden Versuchen beiden Effektoren 

zugleich ausgesetzt werden. Hierzu wurden ebenfalls jeweils 104 Zellen pro Well einer 

96-Well-Gewebekulturplatte ausgesät. Jedes Well wurde mit serumfreiem Medium sowie 

0,4 µl einer 50 µM Insulinlösung und 2 µl der ermittelten optimalen T3-Dosis auf insgesamt 

200 µl aufgefüllt. Nach zwei Tagen, in denen die Zellen unter den genannten Bedingungen 

(vgl. Abschnitt 2.3.1) kultiviert wurden, erfolgte die Zugabe von Gefitinib in den erwähnten 

verschiedenen Konzentrationen, um zu untersuchen, in wie weit ein Effekt von Gefitinib auf 
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die HepG2-Zellen besteht, die bereits unter dem Einfluss des Schilddrüsenhormons T3 stehen 

bzw. ob sich durch T3-Einfluss der ermittelte Dosis-Wirkungsbereich von Gefitinib auf die 

Zellen ändert. Für jede Gefitinibkonzentration wurde dabei eine 4-fach-Bestimmung 

durchgeführt. Die Zellen wurden dann für 48 h bzw. 72 h inkubiert. Anschließend erfolgte die 

Bestimmung der Proliferationsaktivität (siehe oben). 

Als mitgeführte Kontrollversuche dienten 96-Well-Gewebekulturplatten, deren Wells 

104 Zellen enthielten und analog auf 200 µl Endvolumen befüllt wurden, lediglich ohne den 

Zusatz von T3. Auch zu den Wells der Kontrollplatten wurden entsprechend nach zwei Tagen 

Inkubation die verschiedenen Gefitinibkonzentratio 

nen hinzupipettiert. Nach erneut 48 h bzw. 72 h Inkubation erfolgte die Bestimmung der 

Proliferationsaktivität (siehe oben). 

 

2.4.3 Life-Dead-Assay 

Um zu untersuchen, ob die HepG2-Zellen durch den Einfluss von Gefitinib in den jeweiligen 

Konzentrationen in ihrer Vitalität beeinträchtigt sind, wurden Life-Dead-Assays durchgeführt.  

Diese setzten sich im Wesentlichen aus zwei Komponenten zusammen, dem Calcein AM 

(Azetoxymethylester) sowie dem Propidium-Jodid. Calcein AM ist eine nicht-fluoreszierende 

zellmembranpermeable Substanz. Wird Calcein AM durch in lebenden Zellen vorkommende 

Esterasen intrazellulär hydrolysiert, entsteht das bei einer Anregung von 494 nm mit einem 

Emissionsmaximum von 517 nm stark grün fluoreszierende Calcein. Zur Durchführung des 

Life-Dead-Assays wurde ein Calcein AM-Propidium-Jodid Reagenz nach folgendem Schema 

jeweils kurz vor der Zugabe frisch hergestellt: 

 

Tab. 3 Darstellung der Herstellung des Calcein AM- 

 Propidium-Jodid Reagenz 

 

 

 

 

     

 

  

Das hierbei verwendete Propidium-Jodid ist nicht zellmembranpermeabel und wird aufgrund 

der zunehmenden Membrandysfunktion in tote Zellen aufgenommen. Propidium-Jodid 

10 ml PBS 

+ 20 µl 1,5 mM Propidium-Jodid 

Vortexen 

+ 5 µl 4 mM Calcein AM (in DMSO) 

Vortexen 
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interkaliert mit der DNA und fluoresziert rot bei einer Anregung von 439 nm mit einem 

Emissionsmaximum von 630 nm.  

Auch bei den Life-Dead-Assays wurden 96-Well-Gewebekulturplatten verwendet, in deren 

Wells ca. 5 x 103 Zellen ausgesät wurden. Anschließend wurden alle Wells mit serumfreiem 

Medium sowie 0,4 µl einer 50 µM Insulinlösung auf das Endvolumen von 200 µl pro Well 

aufgefüllt. Nach 48 h Inkubation der Zellen unter den genannten Bedingungen (vgl. 

Abschnitt 2.3.1), erfolgte pro Well die Zugabe von Gefitinib in den Dosierungen analog den 

Proliferationsassay-Experimenten (vgl. Abschnitt 2.4.2), sodass sich die jeweilige 

Endkonzentration von 1 µM, 3 µM, 5 µM und 10 µM Gefitinib bzw. DMSO als gefitinibfreie 

Kontrolle ergab. Die Zellen wurden anschließend für 72 h inkubiert. Zur Auswertung wurde 

das Medium der zu messenden Wells abpipettiert und die Wells mit zunächst je 100 µl PBS 

und direkt anschließend mit 100 µl des Calcein AM-Propidium-Jodid-Reagenz befüllt. Nach 

ca. 20 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die optische Auswertung der Life-Dead-

Assays unter dem Fluoreszenzmikroskop durch Berechnung des prozentualen Anteils 

lebender Zellen. Für die beschriebenen Experimente fand jeweils eine 3-fach-Bestimmung 

statt. 

 

2.4.4 Statistik 

Die erhaltenen Daten der Proliferationsaktivität und ihrer Verringerung sowie der Life-Dead-

Assays wurden jeweils untereinander verglichen, indem der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test 

angewendet wurde. Unterschiede wurden bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von P < 0,05 

als signifikant akzeptiert. Zusätzlich erfolgten graphische Darstellungen der Dosis-Wirkungs-

Beziehung unter Verwendung der nichtparametrischen Regressionsanalyse nach Boltzmann. 

Angegeben wurde dabei das Bestimmtheitsmaß R2, welches die Anpassungsgüte dieses 

Regressionsmodells beschreibt.  
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3 Ergebnisse 

 

 

3.1 Ergebnisse der Tierexperimente 

 

3.1.1 Gewichtsentwicklung der Tiere 

Die Tiere nahmen bis zur Gabe von Gefitinib 2,5 Monate nach Schilddrüsen-

follikeltransplantation um ca. 110 g (von ca. 150 g auf 260 g) zu. Die Gabe von Gefitinib 

störte die weitere Gewichtszunahme in den folgenden 2 Wochen bis zum Töten nicht. Es gab 

keine signifikanten Unterschiede in den beiden Tiergruppen mit bzw. ohne Gefitinibgabe. 

 

Tab. 4 Gewichtsentwicklung thyreoidektomierter Ratten nach intraportaler Schilddrüsenfollikeltransplantation 

 sowie mit bzw. ohne Gefitinibbehandlung. Gewicht t0: Körpergewicht (in g) vor der Transplantation. 

 Gewicht tGef: Körpergewicht (in g) zum Zeitpunkt der erstmaligen Gefitinibgabe bzw. bei den Tieren 

 ohne Gefitinib zum entsprechenden Zeitpunkt 2,5 Monate nach Transplantation. Gewicht tTod:

 Körpergewicht (in g) bei Tötung. Quotient tTod/t0: Gewichtsentwicklung über Zeitraum t0 bis tTod. 

 Quotient tGef/t0: Gewichtsentwicklung über Zeitraum t0 bis tGef. Quotient tTod/tGef: Gewichtsentwicklung 

 über Zeitraum tGef bis tTod. Angegeben sind die Mittelwerte ± Standardfehler des Mittelwertes. 

 TG = Tiergruppe. 

 

 

 

 

Tiergruppe 

(jeweils  

N = 15) 

Gewicht  

t0  

Gewicht 

tGef 

Gewicht 

tTod 

tTod / t0 tGef / t0 tTod / tGef 

 

TG 1  

ohne 

Gefitinib 

 

149 ± 4  

 

260 ± 15 

 

278 ± 16 

 

1,87 ± 0,12 

 

1,75 ± 0,1 

 

1,07 ± 0,02 

 

TG 2 

mit 

Gefitinib 

 

152 ± 6 

 

259 ± 13  

 

270 ± 15 

 

1,78 ± 0,09 

 

1,70 ± 0,08 

 

1,04 ± 0,02 
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 3.1.2 Histologische Untersuchungen und Beurteilungen der Gewebeschnitte 

In den H&E-gefärbten Paraffinschnitten der Lebern fanden sich die transplantierten 

Schilddrüsenfollikel in den kleinen Pfortaderästen der Portalfelder. Die Follikel sind nach der 

Transplantation embolisiert und angewachsen (siehe Abbildungen 3, 4 und 5). 

 

 
Abb. 3 Portal-embolisches Transplantationsmodell (Skizze von Prof. F. Dombrowski). Nach Injektion der 

Schilddrüsenfollikel in die Vena porta gelangen diese mit dem Blutstrom in die Leber (entlang der 

schwarzen Pfeile). Dort siedeln sie sich in den Portalfeldern an und produzieren aufgrund der 

hypothyreoten Stoffwechsellage der thyreoidektomierten Ratten Schilddrüsenhormone, wodurch in den 

entsprechenden Abstromgebieten entlang der Leberazini ein lokaler Hormonüberschuss entsteht (siehe 

rote Markierungen). 

 

Es lagen keine entzündlichen Infiltrate im Bereich der angewachsenen Transplantate vor. In 

den teilweise unterschiedlich groß ausfallenden Abstromgebieten der Transplantate, 

entsprechend der Azinuszone 1 bis 3, zeigten sich die Hepatozyten verändert: ihr Zytoplasma 

wies ein amphophiles Färbemuster auf, d. h. ein Nebeneinander basophiler (z. B. rauhes 

endoplasmatisches Retikulum) und auch eosinophiler Anteile (z. B. Mitochondrien) (siehe 

Abbildung 4; Klotz, 2001; Dombrowski et al., 2000).       
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a                 b 

Abb. 4 Amphophiles Färbemuster des Zytoplasmas von Hepatozyten innerhalb eines Leberherdes. 

 Dargestellt sind Schilddrüsenfollikeltransplantate in einem intrahepatischen Pfortaderast eines Tieres 

 der Tiergruppe 1 (ohne Gefitinibgabe) mit umgebendem Lebergewebe. H&E-Färbung mit amphophilem

 Färbeverhalten des Zytoplasmas der veränderten Hepatozyten im Abstromgebiet des 

 Schilddrüsentransplantates. b: Ausschnitt aus a im Bereich des Leberherdes.  

 T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule. Länge der unteren Bildkante: a: 870 µm; b: 217 µm 

 

In der PAS-Reaktion zeigten die Hepatozyten im veränderten Lebergewebe eine durch 

intrazellulären Glykogenverlust bedingte abgeschwächte Reaktion, wohingegen sich das 

Kolloid der Schilddrüsenfollikel PAS-positiv darstellt. Weiterhin zeigten die anderen Organe, 

die nach der planmäßigen Tötung der Tiere untersucht wurden, eine reguläre Morphologie 

ohne Nachweis von Schilddrüsenfollikeltransplantaten. 

Die beschriebenen charakteristischen Veränderungen und Eigenschaften der Hepatozyten im 

Abstromgebiet der Schilddrüsenfollikeltransplantate fanden sich bei beiden Tiergruppen (mit 

bzw. ohne Gefitinibgabe) gleichermaßen (siehe Abbildungen 5 und 6).  
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a                b 

        

c                d 

Abb. 5 Schilddrüsentransplantat in der Leber eines Tieres der Tiergruppe 1 (ohne Gefitinibgabe). Zu sehen 

 sind die Schilddrüsenfollikeltransplantate in einem intrahepatischen Pfortaderast mit umgebendem 

 Lebergewebe und veränderten Hepatozyten entsprechend eines Leberazinus. a, b: H&E-Färbung mit 

 amphophilem Aspekt des Zytoplasmas der  veränderten Hepatozyten im Abstromgebiet des 

 Schilddrüsentransplantates. c, d: PAS-Reaktion mit  abgeschwächter Reaktion der veränderten 

 Hepatozyten durch intrazellulären Glykogenverlust.  Vereinzelt finden sich glykogenakkumulierende 

 Hepatozyten in den Leberherden. Das Kolloid der Schilddrüsenfollikel stellt sich PAS-positiv dar.  

 T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule. Länge der unteren Bildkante: a, c: 1740 µm;  

b, d: 870 µm. 
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a                b    

        

c                d  

Abb. 6 Schilddrüsentransplantat in der Leber eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit Gefitinibgabe). Zu sehen sind 

 die Schilddrüsenfollikeltransplantate in einem intrahepatischen Pfortaderast mit umgebendem 

 Lebergewebe und veränderten Hepatozyten entsprechend eines Leberazinus. a, b: H&E-Färbung mit 

 amphophilem Aspekt des Zytoplasmas der  veränderten Hepatozyten im Abstromgebiet des 

 Schilddrüsentransplantates. c, d: PAS-Reaktion mit  abgeschwächter Reaktion der veränderten 

 Hepatozyten durch intrazellulären Glykogenverlust.  Vereinzelt finden sich glykogenakkumulierende 

 Hepatozyten in den Leberherden. Das Kolloid der Schilddrüsenfollikel stellt sich PAS-positiv dar.  

 T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule. Länge der unteren Bildkante: a, c: 1740 µm;  

b, d: 870 µm. 

 

3.1.3 Proliferation 

Die mittels des BrdU-Labeling-Index ermittelte Proliferationsaktivität der Hepatozyten war 

ohne Gefitinibgabe in den unter Schilddrüsenhormoneinfluss stehenden Leberherden im 

Abstromgebiet der Transplantate viereinhalb mal so hoch wie im extrafokalen Lebergewebe 

(Herde: 12,25% ± 1,33%; Normalgewebe: 2,84% ± 0,53%). Durch die Gabe des EGF-

Rezeptorantagonisten Gefitinib nahm die Proliferationsaktivität im veränderten Lebergewebe 

signifikant ab (Abnahme von 12,25% ± 1,33% auf 7,69% ± 1,07%) und unterschied sich nicht 

mehr von der des extrafokalen Lebergewebes (Herde: 7,69% ± 1,07%; 
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Normalgewebe: 6,61% ± 1,63%). Das extrafokale Lebergewebe unterschied sich nicht 

signifikant in seiner Proliferationsaktivität zwischen Tieren mit und ohne Gefitinibbehandlung 

(ohne Gefitinib: 2,84% ± 0,53%; mit Gefitinib: 6,61% ± 1,63%) (siehe Tabelle 5 sowie 

Abbildung 7). 

 

Tab. 5 Vergleich der Proliferationsaktivität der Leberherde und des extrafokalen Lebergewebes bei 

 thyreoidektomierten Ratten nach intraportaler Schilddrüsenfollikeltransplantation sowie mit bzw. ohne 

 Gefitinibbehandlung. Angegeben sind die ermittelten BrdU-LIs (in %) nach 1-wöchiger 

 Dauerapplikation von BrdU als Maß für die Proliferationsaktivität der Hepatozyten. Herde: Anteil der 

 BrdU-positiven Hepatozytenzellkerne aller Leberherde von drei Leberschnitten eines Tieres. 

 Extrafokal: Anteil der BrdU-positiven Hepatozytenzellkerne von jeweils 2000 gezählten Hepatozyten 

 im unveränderten, normalen Lebergewebe des linken Leberlappens des entsprechenden Tieres.  

 MW: Mittelwert. SEM: Standardfehler des Mittelwertes. 1: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test; 

 ungepaart; statistisch als signifikant akzeptierte Werte (P < 0,05) sind rot hervorgehoben. 2: Wilcoxon-

 Mann-Whitney-U-Test; gepaart; statistisch als signifikant akzeptierte Werte (P < 0,05) sind rot 

 hervorgehoben. a: Vergleich der BrdU-LIs der Herde der Tiergruppe 1 und 2. b: Vergleich der BrdU-LIs 

 der extrafokalen Normalgewebe der Tiergruppe 1 und 2. c: Vergleich der BrdU-LIs der Herde mit dem 

 extrafokalen Normalgewebe der Tiergruppe 1. d: Vergleich der BrdU-LIs der Herde mit dem 

 extrafokalen Normalgewebe der Tiergruppe 2.   

BrdU-LI (in %) 

Tiergruppe 1   

(ohne Gefitinib) 

Tiergruppe 2 

(mit Gefitinib) 

Tiernummer Herde Extrafokal Herde Extrafokal 

1 9,2 1,2 8,21 3,8 

2 15,94 4,25 4,75 3,05 

3 15,38 1,5 2,04 1,8 

4 13,44 3,18 7,815 5,38 

5 5,98 2 12,05 13,63 

6 12,63 4,95 9,26 13,85 

7 13,15 2,78 8,78 5,65 

8   8,64 5,73 

MW 12,25 2,84 7,69 6,61 

SEM 1,33 0,53 1,07 1,63 

Test1 0,02a 0,06b   

Test2 0,0002c  0,33d  
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a                b  

       

c                d      

Abb. 7 Darstellung der BrdU-Immunhistochemie. a, b: BrdU-Immunhistochemie eines Tieres der Tiergruppe 1 

 (ohne Gefitinibgabe). Im Vergleich zum umgebenden Lebergewebe größerer Anteil BrdU-markierter 

 Hepatozytenzellkerne im unter Einfluss von Schilddrüsenhormonen stehenden Leberherd (basophileres 

 Zytoplasma als extrafokal). c, d: BrdU-Immunhistochemie eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit 

 Gefitinibgabe). Nach zweiwöchiger Gefitinibgabe proliferieren die Hepatozyten in dem unter Einfluss 

 von Schilddrüsenhormonen stehenden Leberherd (basophileres Zytoplasma) weniger stark als ohne 

 Gefitinibgabe (a und b). a - d: Das Follikelepithel des Schilddrüsentransplantates proliferiert ebenfalls. 

 Außer den Hepatozyten proliferieren auch Mesenchymzellen. T: Schilddrüsentransplantat;  

 V: hepatische Venule. Länge der unteren Bildkante: a, c: 1740 µm; b, d: 870 µm. 

 

3.1.4 EGF-R- und TGF� -Expression 

Bei allen untersuchten Tieren beider Tiergruppen konnte sowohl eine EGF-R-, als auch eine 

TGF� -Expression nachgewiesen werden.  

Der EGF-Rezeptor war bei beiden Tiergruppen an der Zytoplasmamembran der veränderten 

Hepatozyten etwas stärker nachweisbar, als im extrafokalen Lebergewebe (siehe 

Abbildungen 8 und 9). Es fand sich kein Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen, 

wobei es innerhalb der Gruppen Varianten in dem immunhistochemischen Expressionslevel 

gab.  
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a                b  

        

c                d  

Abb. 8 Darstellung der verstärkten membranösen EGF-R-Expression der Hepatozyten innerhalb eines 

 Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normalen Lebergewebe eines Tieres der Tiergruppe 1 

 (ohne Gefitinibgabe). c: Ausschnitt aus Leberherd aus a bzw. b. d: Ausschnitt aus extrafokalem 

 Lebergewebe aus a bzw. b. T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule.  

 Länge der unteren Bildkante: a: 1740 µm; b: 870 µm; c, d: 217 µm. 
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a                b 

         

c                 d 

Abb. 9 Darstellung der verstärkten membranösen EGF-R-Expression der Hepatozyten innerhalb eines 

 Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normalen Lebergewebe eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit 

 Gefitinibgabe). c: Ausschnitt aus Leberherd aus a bzw. b. In der linken Bildhälfte ist ein Teil des 

 Schilddrüsentransplantates zu sehen. d: Ausschnitt aus extrafokalem Lebergewebe aus a bzw. b.  

 T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule.  

 Länge der unteren Bildkante: a: 1740 µm; b: 870 µm; c, d: 217 µm.  

 

Bei der Analyse der TGF� -Expression zeigte sich, dass in beiden Tiergruppen das 

Zytoplasma der Hepatozyten der Leberherde im Vergleich zu den Hepatozyten des 

extrafokalen Lebergewebes eine schwächere TGF� -Expression aufwies (siehe 

Abbildungen 10 und 11). Es konnte kein Unterschied zwischen den beiden Gruppen bzgl. der 

TGF� -Expression festgestellt werden.  
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a                b 

        

c                d  

Abb. 10 Darstellung der verminderten zytoplasmatischen TGF� -Expression der Hepatozyten innerhalb eines 

 Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normalen Lebergewebe eines Tieres der Tiergruppe 1 

 (ohne Gefitinibgabe). Vereinzelt sind Mesenchymzellen TGF� -positiv. c: Ausschnitt aus Leberherd aus 

 a bzw. b. In der rechten Bildhälfte ist ein Teil des Schilddrüsentransplantates zu sehen. d: Ausschnitt 

 aus extrafokalem Lebergewebe aus a bzw. b. T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule.  

 Länge der unteren Bildkante: a: 1740 µm; b: 870 µm; c, d: 217 µm. 
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a                b 

        

c                d 

Abb. 11 Darstellung der verminderten zytoplasmatischen TGF� -Expression der Hepatozyten innerhalb eines 

 Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normalen Lebergewebe eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit 

 Gefitinibgabe). Vereinzelt sind Mesenchymzellen TGF� -positiv. c: Ausschnitt aus Leberherd aus a bzw. 

 b. In der linken Bildhälfte ist ein Teil des Schilddrüsentransplantates zu sehen. d: Ausschnitt aus 

 extrafokalem Lebergewebe aus a bzw. b. T: Schilddrüsentransplantat; V: hepatische Venule.  

 Länge der unteren Bildkante: a: 1740 µm; b: 870 µm; c, d: 217 µm.       
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3.2 Ergebnisse der Zellkulturexperimente 

 

 

3.2.1 Bestimmung der optimalen proliferationsfördernden Dosis von T3  

auf HepG2-Zellen 

Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens der HepG2-Zellen unter dem Einfluss des 

Schilddrüsenhormons T3 und zur Bestimmung der optimalen proliferationsfördernden 

T3-Dosis wurden Proliferationsassays durchgeführt (vgl. Abschnitt 2.4.2.2; siehe Abbildung 

12). Dabei erfolgte je eingesetzter Konzentration eine 5-fach-Bestimmung. 
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Abb. 12 Einfluss verschiedener T3-Konzentrationen auf die Proliferation von HepG2-Zellen für 48h. Die Zellen 

 wurden in serumfreiem Medium unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen sowie unter 

 Einfluss der angegebenen T3-Konzentrationen kultiviert. Als thyroidhormonfreie Kontrolle (0 auf 

 Abszissenachse) wurde definierten Wells NaOH-Lösung hinzupipettiert. Die Messung erfolgte über 

 einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des Cell Proliferation Reagent WST-1 (2 unabhängige 

 Experimente; angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten;  

 *: P < 0,05 vs. Kontrolle).  

 

Nach zwei Tagen unter dem Einfluss verschiedener T3-Konzentrationen zeigten die HepG2-

Zellen im Experiment 1 eine optimale Proliferation bei einer T3-Konzentration von 10-9 M 
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sowie von 10-11 M. Diese war gegenüber der Kontrolle, d. h. den Zellen ohne T3-Einfluss 

(0 auf Abszissenachse in Abbildung), signifikant erhöht (P < 0,05). Anhand des zweiten 

Experimentes ließ sich ebenfalls erkennen, dass die Zellen die stärkste Proliferation bei einer 

T3-Endkonzentration von 10-9 M aufwiesen, welche jedoch statistisch nicht signifikant war. 

Weiterhin wurden analoge Proliferationsassays durchgeführt, bei denen die HepG2-Zellen für 

insgesamt 72 h den verschiedenen T3-Konzentrationen ausgesetzt waren (siehe 

Abbildung 13). Hierbei stellte sich dar, dass die Zellen in Experiment 1 bei einer 

T3-Konzentration von 10-9 M sowie bei 10-10 M eine gegenüber der Kontrolle signifikant 

erhöhte Proliferation zeigten (P < 0,05). Im Experiment 2 war zu beobachten, dass eine 

optimale proliferationsfördernde Dosis von T3 bei einer Konzentration von 10-9 M vorhanden 

war, welche sich als statistisch signifikant herausstellte (P < 0,05).  
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Abb. 13 Einfluss verschiedener T3-Konzentrationen auf die Proliferation von HepG2-Zellen für 72h. Die Zellen 

 wurden in serumfreiem Medium unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen sowie unter 

 Einfluss der angegebenen T3-Konzentrationen kultiviert. Als thyroidhormonfreie Kontrolle (0 auf 

 Abszissenachse) wurde definierten Wells NaOH-Lösung hinzupipettiert. Die Messung erfolgte über 

 einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des Cell Proliferation Reagent WST-1 (2 unabhängige 

 Experimente; angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten;  

 *: P < 0,05 vs. Kontrolle).  
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Anhand der durchgeführten Proliferationsassays konnte sowohl für 48 h als auch für 72 h 

T3-Einfluss eine optimale die Proliferation der HepG2-Zellen fördernde T3-Konzentration von 

10-9 M ermittelt werden, welche wesentlich für nachfolgende Experimente war und dort 

weitere Verwendung fand.  

 

3.2.2 Bestimmung des Einflusses von Gefitinib auf die Proliferation der HepG2-Zellen 

Die Untersuchung des Einflusses des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib auf die Proliferation 

der verwendeten HepG2-Zellen fand ebenfalls i. S. einer Dosis-Wirkungs-Analyse statt (vgl. 

Abschnitt 2.4.2.3; siehe Abbildung 14). Die Experimente fanden jeweils als 5-fach-

Bestimmung statt.  
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Abb. 14 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentrationen auf die Proliferation von HepG2-Zellen für 48h. Die 

 Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen kultiviert 

 und den angegebenen Gefitinibkonzentrationen ausgesetzt. DMSO diente dabei als gefitinibfreie 

 Kontrolle (0 auf Abszissenachse). Die Messung erfolgte über einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des 

 Cell Proliferation Reagent WST-1 (2 unabhängige Experimente; angegeben sind Mittelwerte ± 

 Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten; §: Bestimmtheitsmaß für Experiment 1: R2=9788; 

 #: Bestimmtheitsmaß für Experiment 2: R2=0,9832; *: P < 0,05 vs. Kontrolle; ***: P < 0,001 vs. 

 Kontrolle).   
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Gefitinib bewirkte nach 48 h eine deutliche Reduktion der Proliferation der HepG2-Zellen, 

wobei eine klare Dosisabhängigkeit beobachtet werden konnte (Experiment 1: R2=0,9788; 

Experiment 2: R2=0,9832; Regressionsanalyse nach Boltzman). 

Weiterhin wurden Proliferationsassays durchgeführt, bei denen sich die HepG2-Zellen für 

einen Zeitraum von 72 h unter dem Einfluss von Gefitinib befanden. Auch bei diesen 

Experimenten konnte ein deutlicher dosisabhängiger Effekt des Gefitinibs nachgewiesen 

werden (Experiment 1: R2=0,9881; Experiment: R2=0,9818; Regressionsanalyse nach 

Boltzman), wobei eine gegenüber der Kontrolle (0 auf Abszissenachse) signifikante 

Verringerung der Proliferation bereits ab einer Konzentration von 3 µM Gefitinib eintrat 

(P < 0,05) (siehe Abbildung 15). 
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Abb. 15 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentrationen auf die Proliferation von HepG2-Zellen für 72h.  

Die Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen 

kultiviert und den angegebenen Gefitinibkonzentrationen ausgesetzt. Als gefitinibfreie Kontrolle (0 auf 

Abszissenachse) wurde definierten Wells DMSO hinzupipettiert. Die Messung erfolgte über einen 

Zeitraum von 4 h nach Zugabe des Cell Proliferation Reagent WST-1 (2 unabhängige Experimente; 

angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten; §: Bestimmtheitsmaß für 

Experiment 1: R2=0,9881; #: Bestimmtheitsmaß für Experiment 2: R2=0,9818;  *: P < 0,05 vs. Kontrolle 

**: P < 0,01 vs. Kontrolle).  
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3.2.3 Untersuchung des Einflusses der kombinierten Applikation von Gefitinib und T 3 

auf das Proliferationsverhalten der HepG2-Zellen  

Nachdem anhand der durchgeführten Dosis-Wirkungs-Analysen erkannt werden konnte, dass 

die HepG2-Zellen sowohl nach zwei, als auch nach drei Tagen bei einer T3-Konzentration 

von 10-9 M die stärkste Proliferation zeigten, wurde diese T3-Konzentration für die folgenden 

Experimente verwendet. Dabei wurde untersucht, wie sich das Proliferationsverhalten der 

HepG2-Zellen darstellt, wenn sie unter dem Einfluss von sowohl T3 als auch Gefitinib stehen 

(vgl. Abschnitt 2.4.2.4). Die Versuche wurden jeweils als 4-fach-Bestimmungen 

durchgeführt.  
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Abb. 16 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentrationen auf die Proliferation von unter T3-Stimulus stehenden 

 HepG2-Zellen für 48h. Die Zellen wurden in serumfreiem Medium plus T3 der Endkonzentration 

 10-9 M unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen für 2 Tage kultiviert. Anschließend erfolgte 

 der Zusatz von Gefitinib entsprechend der angegebenen Endkonzentrationen. Als gefitinibfreie 

 Kontrolle (0 auf Abszissenachse) wurde definierten Wells DMSO hinzupipettiert. Die Messung erfolgte 

 über einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des Cell Proliferation Reagent WST-1 (3 unabhängige 

 Experimente; angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 4 Replikaten;  

 §: Bestimmtheitsmaß für Experiment 1: R2=0,9995; #: Bestimmtheitsmaß für Experiment 2: R2=0,9999; 

 $: Bestimmtheitsmaß für Experiment 3: R2=0,9952; *: P < 0,05 vs. Kontrolle; **: P < 0,01 vs. 

 Kontrolle).   

 

Es konnte bei den durchgeführten Experimenten nach 48 h gesehen werden, dass die unter der 

optimalen proliferationsfördernden T3-Konzentration von 10-9 M stehenden HepG2-Zellen 
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mit steigenden Gefitinibkonzentrationen eine gegenüber der Kontrolle (0 auf Abszissenachse) 

geringere Proliferation aufwiesen (siehe Abbildung 16). Hierbei konnten in zwei der 

durchgeführten Experimente signifikante Effekte bereits ab einer Gefitinibkonzentration von 

3 µM festgestellt werden. Die Gefitinibdosis-abhängige Beziehung konnte mittels 

Regressionsanalyse bestätigt werden (Experiment 1: R2=0,9995; Experiment 2: R2=0,9999, 

Experiment 3: R2=0,9952; Regressionsanalyse nach Boltzman).  

Zur Kontrolle der Wirksamkeit von Gefitinib im Rahmen dieser Versuche wurden 

Proliferationsassays i. S. von Kontrollexperimenten mitgeführt, wie im Abschnitt 2.4.2.4 

beschrieben. 
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Abb. 17 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentrationen auf die Proliferation von HepG2-Zellen für 48h. Die 

Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen sowie 

Einfluss der angegebenen Gefitinibkonzentrationen kultiviert. DMSO diente dabei als gefitinibfreie 

Kontrolle (0 auf Abszissenachse). Die Messung erfolgte über einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des 

Cell Proliferation Reagent WST-1 (2 unabhängige Experimente; angegeben sind Mittelwerte ± 

Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten; §: Bestimmtheitsmaß für Experiment 1: R2=0,7066;  

 #: Bestimmtheitsmaß für Experiment 2: R2=0,9831; **: P < 0,01 vs. Kontrolle; ***: P < 0,001 vs. 

 Kontrolle).  

 

Analog zu den Dosis-Wirkungs-Analysen von Gefitinib auf die HepG2-Zellen nach 48 h 

konnte in beiden Experimenten erkannt werden, dass die Zellen bei einer 
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Gefitinibkonzentrationen von 10 µM die geringste Proliferation aufwiesen (siehe 

Abbildung 17).  

Die Analyse des Proliferationsverhaltens der HepG2-Zellen unter dem Einfluss von T3 in der 

optimalen proliferationsfördernden Konzentration von 10-9 M in Kombination mit Gefitinib 

fand ebenfalls nach 72 h statt (siehe Abbildung 18). 
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Abb. 18 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentrationen auf die Proliferation von unter T3-Stimulus stehenden 

 HepG2-Zellen für 72h. Die Zellen wurden in serumfreiem Medium plus T3 der Endkonzentration 

 10-9 M unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen für 2 Tage kultiviert. Anschließend erfolgte 

 der Zusatz von Gefitinib entsprechend der angegebenen Endkonzentrationen. Als gefitinibfreie 

 Kontrolle (0 auf Abszissenachse) wurde definierten Wells DMSO hinzupipettiert. Die Messung erfolgte 

 über einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des Cell Proliferation Reagent WST-1 (3 unabhängige 

 Experimente; angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 4 Replikaten;  

 §: Bestimmtheitsmaß für Experiment 1: R2=0,9973; #: Bestimmtheitsmaß für Experiment 2: R2=0,9994; 

 $: Bestimmtheitsmaß für Experiment 3: R2=0,9979; *: P < 0,05 vs. Kontrolle; **: P < 0,01 vs. 

 Kontrolle; ***: P < 0,001 vs. Kontrolle).  

 

Auch nach 72 h Inkubation zeigten die HepG2-Zellen eine mit zunehmender Gefitinib-

konzentration sinkende Proliferation, wobei signifikante Effekte bereits ab einer 

Gefitinibkonzentration von 3 µM eintraten. Die dosisabhängige Beziehung konnte mittels 

Regressionsanalyse bestätigt werden (Experiment 1: R2=0,9973; Experiment 2: R2=0,9994; 

Experiment 3: R2=0,9979; Regressionsanalyse nach Boltzman). In allen drei Experimenten 

fand sich bei 10 µM Gefitinib die geringste Proliferation.   
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Die im Rahmen dieser Versuche mitgeführten Gefitinib-Kontrollexperimente nach 72 h ließen 

erkennen, dass analog zu den Ergebnissen der Dosis-Wirkungs-Analysen bzgl. Gefitinib nach 

72 h die HepG2-Zellen einem dosisabhängigen Effekt unterlagen (Experiment 1: R2=0,9876; 

Experiment 2: R2=0,999; Regressionsanalyse nach Boltzman). Die stärkste 

Proliferationsverringerung wurde dabei bei einer Geftinibkonzentration von 10 µM erreicht 

(P < 0,001), wobei signifikante Effekte bereits bei 5 µM auftraten (siehe Abbildung 19). 
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Abb. 19 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentrationen auf die Proliferation von HepG2-Zellen für 72h. Die 

 Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen sowie 

 Einfluss der angegebenen Gefitinibkonzentrationen kultiviert. Als gefitinibfreie Kontrolle (0 auf 

 Abszissenachse) wurde entsprechenden Wells DMSO hinzupipettiert. Die Messung erfolgte über einen 

 Zeitraum von 4 h nach Zugabe des Cell Proliferation Reagent WST-1 (2 unabhängige Experimente; 

 angegeben sind Mittelwerte ± Standardabweichung von jeweils 3 Replikaten; §: Bestimmtheitsmaß für 

 Experiment 1: R2=0,9876; #: Bestimmtheitsmaß für Experiment 2: R2=0,999; *: P < 0,05 vs. Kontrolle;  

 **: P < 0,001 vs. Kontrolle).  
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3.2.4 Verminderung der Proliferationsaktivität der HepG2-Zellen durch Gefitinib in 

An- bzw. Abwesenheit von T3  

Die Ergebnisse zeigten, dass bei gleichzeitigem Einfluss von Gefitinib und T3 gegenüber der 

gefitinibfreien Kontrolle im Mittel eine Verringerung der Proliferationsaktivität von 59,8% zu 

verzeichnen war. Demgegenüber ergaben die entsprechenden Proliferationsassays der Zellen 

ohne T3-Einfluss im Mittel eine Verringerung der Proliferationsaktivität von 46,9% bei der 

Konzentration von 10 µM Gefitinib im Vergleich zur gefitinibfreien Kontrolle. Dieser 

Unterschied in der Verringerung der Proliferationsaktivität erwies sich als statistisch 

signifikant (siehe Tabelle 6). 

 

Tab. 6 Vergleich der prozentualen Verringerung der Proliferationsaktivität der HepG2-Zellen unter den 

 angegebenen Gefitinibkonzentrationen jeweils mit oder ohne T3-Einfluss gegenüber der gefitinibfreien 

 Kontrolle. Dargestellt sind die gemittelten prozentualen Werte für die 48 h-Experimente. Dabei liegen 

 dem Versuch über 48 h Inkubation mit Gefitinib ohne T3-Einfluss 2 unabhängige Experimente mit 

 jeweils 5 Replikaten zugrunde, dem Versuch über 48 h Gefitinib- und T3-Einfluss (10-9 M) 

 3 unabhängige Experimente mit jeweils 4 Replikaten. **: P < 0,01. Vgl. auch Abb. 14 und 16.  

Experimente für 48 h 

Gefitinibdosis ohne T3 mit T 3 (10-9 M) 

10 µM 46,9%** 59,8%** 

 

Der Einfluss von Gefitinib auf HepG2-Zellen, die bereits unter Stimulation von T3 in der 

Konzentration von 10-9 M stehen, wurde weiterhin für den Zeitraum von 72 h untersucht. 

Hierbei wurde die Proliferationsaktivität im Mittel um 25,9% bei 3 µM, um 41,4% bei 5 µM 

und 67,1% bei der Konzentration von 10 µM verringert. Die entsprechenden Werte der Dosis-

Wirkungs-Analysen für Gefitinib ohne T3-Einfluss nach 72 h waren 15,6% bei 3 µM, 21,9% 

bei 5 µM und 40% bei der Gefitinibkonzentration von 10 µM. Somit konnte nach 72 h  

gesehen werden, dass es nach drei Tagen Inkubation der Zellen Gefitinib auch ohne 

gleichzeitige Anwesenheit von T3 bereits ab einer Dosis von 3 µM gegenüber der 

gefitinibfreien Kontrolle zu einer signifikanten Verringerung der Proliferation kommt und 

dieser Effekt verstärkt wird, wenn die Zellen gleichzeitig T3 in der Dosis von 10-9 M 

ausgesetzt sind (siehe Tabelle 7).  
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Tab. 7 Vergleich der prozentualen Verringerung der Proliferationsaktivität der HepG2-Zellen unter den 

 angegebenen Gefitinibkonzentrationen jeweils mit oder ohne T3-Einfluss gegenüber der gefitinibfreien 

 Kontrolle. Dargestellt sind die gemittelten prozentualen Werte für die 72 h-Experimente. Dabei liegen 

 dem Versuch über 72 h Inkubation mit Gefitinib ohne T3-Einfluss 2 unabhängige Experimente mit 

 jeweils 5 Replikaten zugrunde, dem Versuch über 72 h Gefitinib- und T3-Einfluss (10-9 M) 

 3 unabhängige Experimente mit jeweils 4 Replikaten. *: P < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001. Vgl. 

 auch Abb. 15 und 18. 

Experimente für 72 h 

Gefitinibdosis ohne T3 mit T 3 (10-9 M) 

3 µM 15,6%* 25,9%* 

5 µM     21,9%***     41,4%*** 

10 µM  40%**  67,1%** 

 

3.2.5 Life-Dead-Assay 

Zur Beantwortung der Frage, ob die in den Proliferationsassays beobachtete 

Proliferationsverminderung der HepG2-Zellen bei der eingesetzten Gefitinibendkonzentration 

von 10 µM evtl. das Resultat einer Toxizitätswirkung des Gefitinibs war und die Zellen 

dadurch in ihrer Vitalität beeinträchtigt waren, wurden Life-Dead-Assays durchgeführt 

(vgl. Abschnitt 2.4.3). 

Die Auswertung dieser Experimente zeigte, dass der Anteil der Zellen, die in ihrer Vitalität 

beeinträchtigt waren, sowohl bei 10 µM Gefitinib, als auch bei allen anderen eingesetzten 

Gefitinibkonzentrationen im Mittel ca. 20% (± Standardabweichung von 3,1%) betrug und 

sich statistisch nicht signifikant von der Kontrolle unterschied. Von einem zytotoxischen 

Effekt, insbesondere bei der höchsten verwendeten Gefitinibkonzentration von 10 µM, kann 

somit nicht ausgegangen werden.       
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4 Diskussion 

 

4.1 Diskussion der Tierexperimente / in vivo-Experimente 

4.1.1  Portal-embolische Transplantation von Schilddrüsenfollikeln   

Grundvoraussetzung für das Anwachsen der in die Leber transplantierten Schilddrüsenfollikel 

ist eine manifeste Hypothyreose, die durch vorhergehende Thyreoidektomie ausgelöst wurde. 

Dadurch wurde erreicht, dass die Tiere peripher niedrige Konzentrationen an 

Schilddrüsenhomonen besaßen, wodurch die Transplantate aufgrund von hypophysären 

Regelkreisen in ihrem Wachstum und letztlich auch in ihrer Hormonsynthese stimuliert 

wurden.  

Das den Experimenten dieser Arbeit zugrunde liegende Prinzip der portal-embolischen 

Transplantation konnte bereits durch die eigene Arbeitsgruppe etabliert und an verschiedenen 

Modellen, z. B. der intraportalen Transplantation von Pankreasinseln in die Leber diabetischer 

Ratten oder auch der Transplantation von Ovarfragmenten in die Leber zuvor ovarektomierter 

Ratten, angewendet werden (Ribback et al., 2013; Dombrowski et al., 2006, 2000, 1997, 

1996, 1995, 1994; Klotz, 2001).        

Die hier transplantierten Schilddrüsenfollikel siedelten sich in der Folge in den 

intrahepatischen Pfortaderästen an und enthielten Kolloid, welches sich in der PAS-Reaktion 

positiv darstellte. In Übereinstimmung mit den Experimenten und Daten der eigenen 

Arbeitsgruppe konnte gesehen und bestätigt werden, dass sich die entstehenden Leberherde 

bzgl. ihrer Lokalisation auf die Leberazinusstrukturen beschränken, die im unmittelbaren 

Abstromgebiet des jeweiligen Transplantates liegen, also entsprechend den Azinuszonen 1 bis 

3. In immunhistochemischen Färbungen kommt diese Struktur deutlich zur Darstellung 

(Dombrowski et al., 2000, 1994; Klotz, 2001; siehe Abbildungen 3 bis 11 dieser Arbeit).          

Im Vergleich mit den portal-embolischen Transplantationen von Ovarfragmenten in die Leber 

zuvor ovarektomierter Ratten konnte bereits beschrieben werden, dass die 

Schilddrüsentransplantate empfindlicher waren und zu einem geringeren Prozentsatz in der 

Leber anwuchsen. Als mögliche Ursachen wurden eine erhöhte Fragilität des 

Schilddrüsengewebes bei dessen mechanischer Zerkleinerung direkt vor der Transplantation, 

eine erhöhte Empfindlichkeit der Schilddrüsentransplantate gegenüber der hervorgerufenen 

Ischämie während des Transplantationsvorganges sowie eine gegenüber den 

Ovartransplantaten unterschiedliche Reaktion auf entsprechende intrahepatische Milieus, wie 

z. B. die unterschiedlichen Blutgas- und Nährstoffgehalte im Pfortaderstromgebiet gegenüber 

dem arteriellen Stromgebiet, genannt (Klotz, 2001). Tatsächlich traten auch bei den dieser 
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Arbeit zugrunde liegenden Transplantationen insbesondere zu Beginn der Experimente 

vereinzelte Fälle auf, bei denen die später erhaltenen Lebergewebe kaum bzw. nur vereinzelt 

Schilddrüsenfollikeltransplantate enthielten. Der Einfluss einer variierenden Qualität bei der 

mechanischen Zerkleinerung des Schilddrüsengewebes oder eines konstanten pH-Wertes der 

verwendeten Lösungen konnte dadurch unter anderem erkannt und modifiziert werden. Somit 

konnten die bereits beschriebenen Eigenschaften des Schilddrüsengewebes hinsichtlich ihrer 

Fragilität bestätigt werden. Weiterhin bleibt zu betonen, dass die experimentellen 

Bedingungen z. B. bzgl. der eingesetzten Lösungen oder der eingehaltenen Ischämiezeiten 

während der Transplantation gerade auch bei den eh schon empfindlicher reagierenden 

Schilddrüsengeweben eine bedeutsame Rolle einnehmen. 

 

4.1.2 Einfluss der Schilddrüsenhormone auf die Proliferation der Hepatozyten im 

Rahmen der Hepatokarzinogenese 

Bei den hier vorgelegten Untersuchungen fand sich eine signifikante Proliferationssteigerung 

der Hepatozyten unter dem Einfluss von Schilddrüsenhormonen, sowohl in vivo als auch  

in vitro, im Einklang mit der Literatur (Gnocchi et al., 2012; Gnoni et al., 2012; 

Kowalik et al., 2010; Böhning, 2009; Puzianowska-Kuznicka et al., 2006; Piribi et al., 2001; 

Dombrowski et al., 2000; Ledda-Columbano et al., 2000, 1999; Short et al., 1980). Das 

Proliferationsverhalten der Mesenchymzellen der Lebergewebe wurde im Rahmen dieser 

Arbeit nicht untersucht. Trotz dieser nachweislich mitogenen Wirkung des 

Schilddrüsenhormons T3 auf Hepatozyten entstehen zwar die charakteristischen amphophil-

zelligen Leberherde, jedoch sind Lebertumoren, wie hepatozelluläre Adenome und 

Karzinome bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Tieren nach einem 

Versuchszeitraum von drei Monaten nicht entstanden. In bereits erfolgten Langzeitversuchen 

von bis zu zwei Jahren Beobachtungsdauer nach Schilddrüsenfollikeltransplantation in die 

Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten entwickelten sich zudem nur sehr wenige 

hepatozelluläre Adenome oder Karzinome (Ribback et al., 2013), die auch spontan entstanden 

sein können. Im Gegensatz hierzu konnten durch Verwendung von Pankreasinseln bzw. 

Ovarfragmenten im Rahmen des portal-embolischen Transplantationsmodells hepatozelluläre 

Tumoren induziert werden (Ribback et al., 2013; Dombrowski et al., 2006, 1997, 1996, 1995, 

1994; Klotz, 2001). Der Schilddrüsenhormoneinfluss scheint daher für Hepatozyten trotz 

Hervorrufen einer Hyperproliferation und Entstehung amphophilzelliger Herde nur gering 

tumorigen zu wirken. Eine mögliche Erklärung könnte z. B. die unter 

Schilddrüsenhormoneinfluss auf HepG2-Zellen nachgewiesene Steigerung von oxidativem 
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Stress mit einem darauf folgenden Anstieg antioxidant wirkender Enzyme, sogenannter 

Peroxiredoxine (Prx), sein (Böhning, 2009), welche hier mutmaßlich einen potentiell 

tumorsupprimierenden Einfluss ausüben, der in der vorliegenden Arbeit nicht weitergehend 

untersucht wurde. Weiterhin ist die unterschiedlich aktivierte TGF� -EGF-R-Signalkaskade 

von wesentlicher Bedeutung, wie im Folgenden beschrieben wird. 

 

4.1.3 TGF� -EGF-R-Signalkaskade und Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib 

Während bei den Transplantationsexperimenten mit Pankreasinseln und Ovarfragmenten eine 

Überexpression des Wachstumsfaktors TGF�  in den entstandenen Leberherden sowie 

hepatozellulären Adenomen und Karzinomen nachgewiesen werden konnte (Ribback et al., 

2013; Dombrowski et al., 2000, 1997), ist dies nach erfolgter Schilddrüsenfollikel-

transplantation nicht der Fall. Zwar konnte bei allen Hepatozyten eine Expression von TGF�  

nachgewiesen werden, es lies sich jedoch feststellen, dass die Hepatozyten der Leberherde im 

Vergleich zu denjenigen des die Leberherde umgebenden Parenchyms eine geringere 

Expression aufwiesen. Die zweiwöchige Behandlung mit Gefitinib führte zu keiner 

Abänderung der TGF� -Expression. Auch in Zellkulturexperimenten einer eigenen Arbeit an 

HepG2-Zellen konnte festgestellt werden, dass mit steigenden T3-Konzentrationen der TGF� -

mRNA- (Messenger-RNA-) Gehalt der Zellen deutlich vermindert wurde (Böhning, 2009).   

Hieraus ist ersichtlich, dass keine TGF� -Überexpression am Zustandekommen der durch 

Schilddrüsenhormone bedingten hepatozellulären Veränderungen in diesem Tiermodell 

besteht. Ob die Expressionsverminderung eine Bedeutung an dem Proliferationsverhalten hat, 

ist unklar. Ein möglicher Zusammenhang kann darin bestehen, dass diverse Tumorentitäten 

mit einer gesteigerten TGF� -Expression assoziiert sind, u. a. hepatozelluläre Karzinome 

(Troiani et al., 2013; Berasain et al., 2009; Ogawa, K., 2009; Ciardiello et al., 2001; 

Hufnagl et al., 2001; Jo et al., 2000; Dragan et al., 1995; Kaufmann et al., 1992). In den 

dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimenten jedoch entstanden durch T3-Einfluss 

amphophilzellige Leberherde, die eine verminderte TGF� -Expression aufzeigten und aus 

denen sich innerhalb von drei Monaten keine Tumoren entwickelten, sodass es vorstellbar ist, 

dass durch diese Expressionsverminderung ein potentiell fortschreitendes 

Proliferationsverhalten hinsichtlich einer Tumorigenese ausbleibt. Im Umkehrschluss kann 

der Einfluss von TGF�  bei der Tumorentstehung der Pankreas- und 

Ovartransplantationsmodelle wesentlich sein. Langzeitversuche der eigenen Arbeitsgruppe, 

die sich über einen Zeitraum von bis zu zwei Jahren nach Schilddrüsenfollikeltransplantation 

in die Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten erstreckten, konnten zwar zeigen, dass auch im 
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Rahmen dieses Transplantationsmodells hepatozelluläre Tumoren entstehen. Diese können 

allerdings unter Anbetracht des Zeitraumes auch spontan entstanden sein. Weiterhin ließ sich 

in den entsprechenden Hepatozyten weder TGF� , noch EGF-R nachweisen 

(Ribback et al., 2013).  

In den Experimenten dieser Arbeit konnte bezüglich des EGF-R gezeigt werden, dass bei 

allen Hepatozyten eine Expression nachweisbar war. Bei den Hepatozyten der Leberherde 

war diese im Vergleich zu denjenigen des extrafokalen Lebergewebes etwas stärker. Bereits 

in der Literatur konnte beschrieben werden, dass durch Einfluss von Thyroidhormonen eine 

Steigerung der EGF-R-Expression erfolgen kann (Fisher et al., 1990; Mukku, V. R., 1984). 

Ähnlich wie bei der TGF� -Expression konnte weiterhin bei der EGF-R-Expression der 

Hepatozyten kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen meiner Arbeit 

festgestellt werden.  

Der EGF-R, über den  z. B. auch in der Nagerleber EGF von Hepatozyten aufgenommen wird 

(Fisher et al., 1990; Marti et al., 1989; Burwen et al., 1984; St. Hilaire et al., 1983; 

Hirata et al., 1979; Byyny et al., 1972), wird durch Ligandenbindung, neben EGF z. B. auch 

TGF� , aktiviert, woraufhin Signalkaskaden in Gang gesetzt werden, die letztlich 

proliferationsfördernde, mitogene und antiapoptotische Effekte bewirken können.  

Zwei wesentliche Beispiele solcher nachfolgenden intrazellulären Signalwege sind der MAP-

Kinase- sowie der PI3-Kinase/Akt-Signalweg. Durch die Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors 

Gefitinib zu den Tieren der Tiergruppe 2 wurde versucht, eine Hemmung der Tyrosinkinase 

des EGF-R und somit eine Blockade der nachgeschalteten Signalwege zu erzielen. Obwohl 

die Hepatozyten der Leberherde lediglich eine sehr schwache TGF� -Expression aufwiesen, 

wurde die Proliferation der Hepatozyten im Vergleich zu den Tieren, die kein Gefitinib 

erhielten, gehemmt. Ein Effekt, der für eine Bedeutung des EGF-Rs und gegen eine 

Bedeutung von TGF�  als ursächliches Mitogen in diesem Hepatokarzinogenesemodell 

spricht.  

Die Entstehung der gesehenen Leberherde sowie die Proliferationssteigerung der 

entsprechenden Hepatozyten kann daher aufgrund der schwachen Expression von TGF�  kaum 

durch diese Ligand-Rezeptor-Wirkung bedingt sein. Neben TGF�  können jedoch auch andere 

Liganden den EGF-R aktivieren, z. B. EGF oder HB-EGF, die jedoch nicht Gegenstand der 

Untersuchungen waren (Schmucker et al., 2011; Sagmeister et al., 2008; Burwen et al., 1984; 

St. Hilaire et al., 1983). Zudem ist in der Literatur bekannt, dass T3 EGF-Effekte bei 

verschiedenen Zelltypen verstärkt (Cheng et al., 2010; Lin et al., 2007, 1999; 

Shih et al., 2004). Weiterhin muss berücksichtigt werden, dass T3 unabhängig vom EGF-R 
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bspw. auch über Zellmembranrezeptoren wie � vß3-Integrin wirken und 

proliferationsfördernde Effekte vermitteln kann (Chi et al., 2013; Gnoni et al., 2012; 

Davis et al., 2011; Cheng et al., 2010; Lin et al., 2009, 2007; Cody et al., 2007), auf die 

Gefitinib als selektiver EGF-R-Inhibitor jedoch keinen Einfluss hat.   

 

Es bleibt festzuhalten, dass im Rahmen der dieser Arbeit zugrunde liegenden in-vivo-

Experimente mit einer Beobachtungsdauer von drei Monaten nach Schilddrüsenfollikel-

transplantation in die Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten amphophilzellige Leberherde 

entstehen, deren Hepatozyten durch eine Hyperproliferation gekennzeichnet sind. TGF�  als 

ein bedeutender Ligand des EGF-R auch im Rahmen der Tumorigenese, spielt für die 

Entstehung dieser Leberherde keine Rolle. Die gesteigerte Proliferationsaktivität der 

Hepatozyten der Leberherde ist durch Schilddrüsenhormoneinfluss induziert und zumindest 

zum Teil EGF-R-vermittelt, da durch Applikation des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib eine 

Hemmung der Proliferationsaktivität erreicht wurde. Zudem wurde die Proliferationsaktivität 

durch Gefitinib auf ein Niveau gesenkt, das sich nicht mehr von dem des extrafokalen 

Lebergewebes, welches nicht unter Schilddrüsenhormoneinfluss stand, unterschied. Da die 

Expression von EGF-R innerhalb der Leberherde stärker war als im extrafokalen Gewebe, ist 

daher von einem die EGF-R-Expression lokal verstärkenden Effekt durch 

Schilddrüsenhormone auszugehen. 

Zum anderen entstehen im Langzeitversuch von bis zu zwei Jahren trotz einer dann fehlenden 

TGF� - bzw. EGF-R-Expression hepatozelluläre Tumoren, sodass von TGF� -EGF-R-

unabhängigen Signalkaskaden auszugehen ist, die langfristig zur Entstehung der Tumoren 

führen und deren Auftreten durch Applikation von Gefitinib nicht inhibierbar ist, ein Effekt, 

der aufgrund der fehlenden EGF-R-Nachweisbarkeit nachvollziehbar erscheint. Denkbar wäre 

in diesem Zusammenhang auch ein mögliches Karzinogenesemodell, in dem es durch 

Schilddrüsenhormone zu Beginn (Initiation) zumindest teilweise vermittelt durch den 

aktivierten EGF-R zu einer Hyperproliferation der Hepatozyten kommt, in deren Folge dann 

eine fortschreitende Proliferation i. S. einer Progression durch EGF-R-unabhängige 

Signalwege bis hin zur Entstehung von hepatozellulären Tumoren zustande kommt. Weiterhin 

sind auch aberrante bzw. mutierte Isoformen der hepatozellulären Thyroidhormonrezeptoren 

(TRs) mit in der Folge überaktivierten oder supprimierten Signalwegen ein möglicher Schritt 

in solch einer Tumorigenese, zumal auch für hepatozelluläre Karzinome mutierte TRs 

beschrieben wurden (Chi et al., 2013).  
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4.2 Diskussion der Zellkulturexperimente / in vitro-Experimente 

4.2.1 Bedingungen der HepG2-Zellkultur 

 

Zusätzlich zu den in vivo-Experimenten wurden im Rahmen dieser Arbeit 

Zellkulturexperimente durchgeführt, bei denen der Einfluss von T3 sowie von Gefitinib auf 

HepG2-Zellen untersucht wurde. Grundvoraussetzung für diese Experimente war die 

Tatsache, dass die verwendeten HepG2-Zellen entsprechende Thyroidhormonrezeptoren 

besitzen bzw. EGF-R exprimieren (Huang et al., 2013; Chan et al., 2009; Liao et al., 2009; 

Chamba et al., 1996; Lin et al., 1996; Yang et al., 1996; Jo et al., 2000; 

Fukusato et al., 1990). Dabei wurde zunächst in Form von Dosis-Wirkungs-Analysen 

untersucht, bei welchen T3-Konzentrationen ein steigernder Effekt in der 

Proliferationsaktivität der Zellen zu erkennen war.  

Bereits aus Experimenten einer eigenen Arbeit, bei der mit Hilfe von Proliferationsassays der 

Einfluss von T3 auf HepG2-Zellen untersucht wurde, als auch aus Daten der Literatur ist 

bekannt, dass ein wesentlicher Faktor für diese Experimente und deren Ergebnisse die An- 

oder Abwesenheit von Serum in dem jeweiligen Zellkulturmedium ist (Böhning, 2009; 

Chang, E., Perlman, A. J., 1987). Da in einem dem Zellkulturmedium zugesetzten Serum u. a. 

Albumin und Wachstumshormone enthalten sind, stellen diese Ingredienzien einen nicht 

unerheblichen Störfaktor für die Untersuchungen der Proliferationsaktivität der Zellen dar. So 

konnte in der Arbeit gesehen werden, dass im Vergleich zu analogen Experimenten unter 

serumhaltigen Bedingungen, die Kultivierung der Zellen in serumfreiem Medium eine um den 

Faktor 106 niedrigere T3-Konzentration zur stärksten Proliferation der Zellen führte 

(Böhning, 2009).  

Neben der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren im Serum selbst ist die T3-Bindung an 

Serumproteine und Albumin verantwortlich für die Proliferationsunterschiede, da ein 

wesentlicher Anteil des dem Zellmedium zugegebenen T3 gebunden wird, sodass es die 

Zellen nicht mehr direkt erreicht bzw. auf sie einwirken kann. Aus diesem Hintergrund heraus 

wurden die dieser Arbeit zugrunde liegenden Zellkulturexperimente unter serumfreien 

Bedingungen durchgeführt.  
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4.2.2 Effekt des Schilddrüsenhormons T3 auf HepG2-Zellen 

Die durchgeführten Proliferationsassays zeigten eine signifikante Proliferationssteigerung der 

Zellen, wobei eine auf die Zellen wirkende T3-Endkonzentration von 10-9 M zur stärksten 

Proliferationssteigerung führte. Dies konnte sowohl nach Kultivierung der Zellen für 48 h als 

auch nach 72 h ermittelt werden. Die gefundenen optimalen T3-Konzentrationen liegen 

demnach deutlich höher, als die im menschlichen Blut physiologisch vorkommenden 

Konzentrationen freier Schilddrüsenhormone, welche ca. 5 - 12 pM betragen 

(Wehner, J., 2014).    

 

4.2.3 Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib auf HepG2-Zellen 

Um den Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib im Rahmen von in vitro-Experimenten 

zu untersuchen, wurden Zellkulturexperimente durchgeführt, bei denen die HepG2-Zellen 

unterschiedlichen Gefitinibkonzentrationen ausgesetzt wurden.  

Nach 48 h Inkubation der Zellen unter Gefitinibeinfluss war der stärkste Effekt i. S. einer 

Verminderung der Proliferation bei einer Gefitinibkonzentration von 10 µM zu verzeichnen. 

Nach Inkubation der Zellen für drei Tage konnte demgegenüber gesehen werden, dass die 

Proliferationsaktivität der Zellen bei Gefitinibkonzentrationen von 3 µM, 5 µM sowie 10 µM 

verringert wurde. Es besteht somit ein dosisabhängiger Effekt von Gefitinib auf die 

Proliferation von HepG2-Zellen, der nach einer entsprechenden Wirkzeit entsteht. Die 

erhaltenen Ergebnisse der Dosis-Wirkungs-Analysen für den Einfluss von T3 lassen solch 

einen Unterschied zumindest zwischen 48 h und 72 h nicht erkennen. Bereits nach 48 h 

Inkubationszeit zeigten die eingesetzten T3-Konzentrationen einen Effekt und es konnte bei 

der Konzentration von 10-9 M der optimale proliferationsfördernde Effekt auf die Zellen 

beobachtet werden. 

 

4.2.4 Auswirkungen der kombinierten Applikation von T3 und Gefitinib auf  

 HepG2-Zellen 

Nachdem sowohl für T3 als auch für Gefitinib ermittelt wurde, bei welchen Konzentrationen 

diese ihre optimale Wirkung entfalteten, wurden HepG2-Zellen in folgenden Experimenten 

dem Einfluss beider Reagenzien ausgesetzt, wobei jeweils die optimale T3-Konzentration von 

10-9 M verwendet wurde. Im Rahmen dieser Experimente konnte erkannt werden, dass nun 

bereits nach 48 h Inkubation die unter T3-Einfluss stehenden Zellen in ihrer 

Proliferationsaktivität gegenüber der gefitinibfreien Kontrolle bei niedrigeren 

Gefitinibkonzentrationen (3 µM, 5 µM sowie 10 µM) gehemmt wurden.  
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In Auswertung der erhaltenen Daten der Proliferationsassays lässt sich daher festhalten, dass 

im Vergleich zu den Zellen, die nicht unter dem Einfluss von T3 stehen, die Wirkung von 

Gefitinib bei unter Stimulation von T3 stehenden Zellen früher bzw. bei geringeren 

Gefitinibkonzentrationen einsetzt und zu dem erwarteten Effekt der Verminderung der 

Proliferationsaktivität führt.  

Ähnliche Ergebnisse zeigten sich auch nach 72 h Inkubation der Zellen. Hierbei traten 

signifikante Effekte i. S. einer Verringerung der Proliferationsaktivität der Zellen auch in 

Abwesenheit von T3 bereits ab Gefitinibkonzentrationen von 3 µM auf. Dies spricht für den 

Einfluss eines zeitlichen Faktors, bei dem nach einer gewissen Wirkzeit zunehmende Effekte 

des Gefitinibs zum Tragen kommen. Weiterhin konnte die durch Gefitinib hervorgerufene 

Proliferationsverringerung durch gleichzeitige Anwesenheit von T3 noch verstärkt werden. 

Als mögliche Ursache hierfür können die in der Literatur beschriebenen Auswirkungen von 

T3 auf die Expression des EGF-R sein, wonach diese durch T3-Einfluss erhöht werden kann 

(Fisher et al., 1990; Mukku, V. R., 1984). Dieser Effekt konnte ebenfalls in dieser Arbeit 

anhand immunhistochemischer Untersuchungen der Hepatozyten innerhalb der Leberherde 

nachvollzogen werden. Obwohl in der Literatur beschrieben wurde, dass das Expressionslevel 

des EGF-R keinen Einfluss auf die Wirkstärke von Gefitinib haben soll (Parra et al., 2004; 

Wakeling et al., 2002), wurde ein zunehmender die Proliferationsaktivität hemmender Effekt 

des Gefitinibs nachgewiesen, wenn sich die Zellen unter Einfluss des Schilddrüsenhormons 

T3 befanden und daher eine mutmaßlich stärkere EGF-R-Expression aufweisen. Sicherlich 

sind diesbezüglich weitere Untersuchungen bezüglich des EGF-R-Expressionslevels der 

HepG2-Zellen unter An- bzw. Abwesenheit des Schilddrüsenhormons indiziert.  

 

4.2.5 Life-Dead-Assays 

Da insbesondere im Bereich der eingesetzten Gefitinibkonzentration von 10 µM stets eine 

deutliche Verringerung der Proliferationsaktivität der Zellen festzustellen war, wurden zum 

Ausschluss möglicher Zytotoxizitätseffekte des Gefitinibs Life-Dead-Assays durchgeführt. 

Diese ergaben, dass der Anteil der in ihrer Vitalität beeinträchtigten Zellen in allen 

eingesetzten Gefitinibkonzentrationen im Mittel ca. 20% betrug und sich nicht signifikant von 

der Kontrolle unterschied, Gefitinib daher nicht zytotoxisch gewirkt hat. 
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4.3 Zusammenfassende Wertung der vorliegenden Arbeit 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass im Rahmen der in-vivo-Experimente dieser 

Arbeit durch T3-Einfluss Leberherde entstanden sind, deren Hepatozyten eine im Vergleich 

zum umgebenden Lebergewebe gesteigerte Proliferationsaktivität aufzeigen. TGF�  als ein 

potentielles Mitogen für Hepatozyten kommt an der Entstehung dieser Leberherde keine 

wesentliche Bedeutung zu. Durch Gefitinib als selektiven EGF-R-Inhibitor konnte die 

Proliferationssteigerung gehemmt werden, sodass von einem EGF-R-vermittelten Effekt 

ausgegangen werden kann, wobei der EGF-R unabhängig von TGF�  aktiviert wird. Zudem 

bleibt in Zusammenschau der in-vitro-Experimente festzustellen, dass durch den Einfluss des 

Schilddrüsenhormons T3 ein proliferationssteigernder Effekt der HepG2-Zellen herbeigeführt 

wurde, der u. a. bereits in einer eigenen Arbeit (Böhning, 2009) nachvollzogen werden 

konnte.  

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der proliferationshemmende Effekt des Gefitinibs 

stärker ausfiel, wenn sich die Zellen bereits unter T3-Einfluss befanden. Die EGF-R-

Expression kann durch T3-Einfluss gesteigert werden, was in der Literatur bereits beschrieben 

werden konnte (Fisher et al., 1990; Mukku, V. R., 1984). Auch im Rahmen der in-vivo-

Experimente dieser Arbeit konnte in den durch Schilddrüsenhormoneinfluss entstehenden 

amphophilzelligen Leberherden eine im Vergleich zum extrafokalen Lebergewebe verstärkte 

EGF-R-Expression der Hepatozyten festgestellt werden. Obwohl die Gefitinibwirkung in der 

Literatur als von dem EGF-R-Expressionslevel unabhängig beschrieben wurde 

(Parra et al., 2004; Wakeling et al., 2002), ließ sich in den hier aufgeführten Experimenten ein 

stärkerer proliferationshemmender Effekt des Gefitinibs nachweisen, wenn sich die Zellen 

bereits unter T3-Einfluss befanden und daher mutmaßlich auch eine stärkere EGF-R-

Expression zeigten. Zwar scheint ebenfalls der zeitliche Faktor bei der Durchführung der 

Experimente eine wesentliche Rolle zu spielen, jedoch konnte auch nach Inkubation der 

Zellen für zwei Tage ein proliferationshemmender Effekt des Gefitinibs bereits in niedrigeren 

Dosierungen festgestellt werden, wenn sich die Zellen unter T3-Einfluss befanden, im 

Vergleich zu den Zellen, die ebenfalls zwei Tage inkubiert wurden, jedoch ohne T3. 

Ähnliches gilt für die Zellen, die entsprechend für drei Tage in An- oder Abwesenheit von T3 

inkubiert wurden. Daher ist für weitere Untersuchungen eine Analyse des EGF-R-

Expressionslevels der Hepatozyten bzw. HepG2-Zellen unter An- bzw. Abwesenheit von T3 

indiziert, um diese Mechanismen zu verifizieren.  

Die durch T3 induzierte Proliferationssteigerung scheint somit über den EGF-R vermittelt zu 

sein, welcher durch verschiedene Liganden, wie bspw. TGF�  oder EGF aktiviert werden 
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kann, die u. a. autokrin durch die Hepatozyten bzw. HepG2-Zellen freigesetzt werden können 

(Jo et al., 2000). Der Wachstumsfaktor TGF�  scheint hierbei in Anlehnung an die Ergebnisse 

der immunhistochemischen Untersuchungen der in-vivo-Experimente dieser Arbeit sowie den 

Ergebnissen einer eigenen Arbeit (Böhning, 2009) eine untergeordnete Rolle zu spielen. 

Vorstellbar wäre diesbezüglich weiterhin eine Wechselbeziehung zwischen dem EGF-R und 

c-Met, dem Rezeptor des Hepatocyte growth factors (HGF), welcher ebenfalls eine 

Rezeptortyrosinkinase darstellt und auch von HepG2-Zellen exprimiert wird. In der Literatur 

konnte dahingehend bereits beschrieben werden, dass die c-Met-Phosphorylierung und damit 

-Aktivierung, in deren Folge nach Ligandenbindung proliferationssteigernde Signalkaskaden 

wie der MAPK-Weg in Gang gesetzt werden können, durch Applikation von Antikörpern 

gegen den EGF-R der HepG2-Zellen inhibiert wurde (Jo et al., 2000). Welche Bedeutung 

jedoch dieser crosstalk zwischen dem EGF-R und c-Met, der bereits in Lebergewebeproben 

von HCC-Patienten überexprimiert nachgewiesen werden konnte (Lee et al., 2013; 

Wu et al., 2006), oder weitere vorstellbare Wechselbeziehungen zwischen verschiedenen 

Signalwegen (vgl. Abschnitt 1.1) bzw. die Aktivierung des EGF-R durch TGF� -unabhängige 

Mechanismen für die Hepatozyten bzw. HepG2-Zellen haben und in wie weit sie durch 

Applikation von Schilddrüsenhormonen beeinflusst werden können, wurde im Rahmen der 

vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht und sollte Gegenstand zukünftiger Experimente 

sein. Ebenfalls bleibt die Rolle des � vß3-Integrins, durch welches T3 auf nicht-genomischem 

Weg diverse intrazelluläre Signalkaskaden in Gang setzen kann sowie der potentiell mutierten 

tumorigenesefördernden Isoformen der hepatozellulären Thyroidhormonrezeptoren 

zukünftigen Untersuchungen vorbehalten.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  Zusammenfassung 
 

 64 

5 Zusammenfassung 

Anhand von in vivo-Experimenten an männlichen Lewis-Ratten wurde der Einfluss des 

stoffwechselaktivierenden und mitogen wirkenden Schilddrüsenhormons Trijodthyronin (T3) 

auf die Proliferation von Hepatozyten sowie eine mögliche Tumorentstehung bzw. 

antitumorigene Effekte hin untersucht. Hierzu diente das Modell der portal-embolischen 

Transplantation von Schilddrüsenfollikeln in die Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten.  

Es lies sich dabei als wesentliches Ergebnis feststellen, dass durch das lokale Wirken der 

Schilddrüsenhormone in den Lebergeweben der transplantierten Ratten eine 

Hyperproliferation der Hepatozyten im Abstromgebiet der Schilddrüsenfollikeltransplantate 

hervorgerufen wurde. Auch entstanden glykogenarme amphophilzellige Leberherde, die 

präneoplastischen Veränderungen aus der chemischen Hepatokarzinogenese ähneln. 

Hepatozelluläre Tumoren, wie z. B. hepatozelluläre Karzinome oder Adenome, sind jedoch 

im Beobachtungszeitraum von drei Monaten nicht entstanden. Im Rahmen der durch T3 

hervorgerufenen Hyperproliferation weisen die Leberherde eine verminderte Expression des 

Transforming growth factor �  (TGF� ) auf, ein Wachstumsfaktor, der an Prozessen wie 

Zellmigration, Wundheilung, Angiogenese sowie an Regenerationsvorgängen der Leber 

beteiligt ist und der seine Wirkungen über Bindung an den Epidermal growth factor-receptor 

(EGF-R) vermittelt. Somit scheint TGF�  in der Entstehung der amphophilzelligen Leberherde 

nach Schilddrüsenfollikeltransplantation keine entscheidende Rolle zuzukommen. Durch 

Applikation des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib konnte dennoch eine Reduktion in der 

Proliferationsaktivität der Hepatozyten nachgewiesen werden, was am ehesten durch 

Blockade der dem EGF-R nachgeschalteten intrazellulären Signalwege, die unabhängig von 

TGF�  durch weitere Liganden des EGF-R aktiviert werden können, zurückzuführen ist.  

Mittels in vitro-Experimenten an HepG2-Zellen konnte eine durch T3 bedingte Steigerung der 

Proliferationsaktivität der Zellen nachgewiesen werden, wobei eine optimale 

proliferationsfördernde Dosis von 10-9 M eruiert wurde. Unter Behandlung der Zellen mit 

Gefitinib verringerte sich die Proliferationsaktivität dosisabhängig. Ein Effekt, der bei 

gleichzeitiger Anwesenheit von T3 noch verstärkt wurde und auf eine durch T3 mutmaßlich 

erhöhte EGF-R-Expression der Hepatozyten zurückzuführen ist.  

Diese Arbeit liefert somit einen Beitrag zur Aufklärung der molekularen Grundlagen des 

Proliferationsverhaltens von Hepatozyten. Es werden Ansatzpunkte geliefert, anhand derer 

weitere Untersuchungen auf dem Gebiet der Erforschung der molekularen Mechanismen und 

Signalwege durchgeführt werden können, die zu einem weiterführenden Verständnis der 

komplexen Entstehungsmechanismen des HCCs führen.  
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9 Abkürzungsverzeichnis 

 

Abb.       Abbildung 

ABC-Methode     Avidin-Biotin-Complex-Methode 

ADAM 17      A distintegrin and metalloprotease 17 

AR       Amphiregulin 

ATP       Adenosin-5´-triphosphat 

AFP       Alpha-Fetoprotein  

BTC       Betacellulin 

BrdU       5-Bromo-2´-desoxyuridin 

BrdU-LI      BrdU-Labeling-Index 

BrdU-LIs      BrdU-Labeling-Indizes 

bspw.       beispielsweise 

bzgl.       bezüglich 

bzw.       beziehungsweise 

Calcein AM      Calcein Azetoxymethylester 

ca.       circa 

d. h.       das heisst 

DAB       3-3´-Diaminobenzidintetrahydrochlorid 

DHEA       Dehydroepiandrosteron 

DKK-4      Dickkopf 4 

DMEM      Dulbecco´s Minimum Essential Medium 

DMSO       Dimethylsulfoxid 

DNA       desoxyribonucleic acid 

       (Desoxyribonukleinsäure) 

DPBS  Dulbecco´s phosphate buffered saline 

(Phosphat gepufferte Salzlösung) 

EGF       Epidermal growth factor 

(Epidermaler Wachstumsfaktor) 

EGF-R       Epidermal growth factor-receptor 

(Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor) 

EPR       Epiregulin 

ERK       Extracellular signal-regulated kinase 

       (Extrazellulär-Signal-regulierte Kinase) 
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evtl.        eventuell  

FCS       fetal calf serum (fetales Kälberserum) 

FDA       United States Food and Drug  

       Administration 

FZD       Frizzled 

Grb2       growth factor receptor-bound protein 2 

(Wachstumsfaktorrezeptoren-bindendes  

Protein 2) 

HB-EGF      Heparin binding Epidermal Growth Factor 

HBsAg      Hepatitis-B-surface-Antigen 

(Hepatitis-B-Oberflächenantigen) 

HBV       Hepatitis-B-Virus 

HCC       hepatocellular carcinoma 

Hepatozelluläres Karzinom 

HCV       Hepatitis-C-Virus 

HGF       Hepatocyte growth factor 

HPLC       High performance liquid chromatography 

(Hocheistungsflüssigkeitschromatogra-

phie) 

HRP       horseradish peroxidase 

       (Meerrettichperoxidase) 

H&E-Färbung      Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

IGF       Insulin-like growth factor  

(Insulinähnlicher Wachstumsfaktor) 

IGF-2       Insulin-like growth factor 2  

       (Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 2) 

i. S.        im Sinne 

JAK/STAT  Januskinase/Signal transducers and 

activators of transcription 

  (Januskinase/Signaltransduktoren und 

Aktivatoren der Transkription) 

MAPK       Mitogen-activated protein kinase 

(Mitogen-aktivierte Proteinkinase)  
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MEK       Mitogen and extracellular activated kinase 

(Mitogen und extrazellulär aktivierte 

Kinase) 

mRNA       Messenger-RNA (Boten-RNA) 

mTOR       Mammalian target of Rapamycin 

MW       Mittelwert 

NaCl       Natriumchlorid, 0,9% 

NADH       Nikotinamidadenindinukleotid 

NADPH       Nikotinamidadenindinukleotidphosphat 

NRG       Neuregulin 

OH�       Hydroxylradikal 

PAS-Reaktion      perjodic acid-Schiff reaction 

       (Perjodsäure-Schiff-Reaktion) 

PBS       Phosphate buffered saline 

       (Phosphat gepufferte Salzlösung) 

PIP2       Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat 

PIP3       Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat 

PI3-Kinase      Phosphatidylinositol 3-Kinase 

PKB/Akt      Proteinkinase B (=Akt) 

PKC�        Proteinkinase C�  

PLC       Phospholipase C 

PLC-�        Phospholipase C-�  

pRb       Retinoblastomaprotein 

PDGF-R      Plateled-derived growth factor-receptor 

Prx       Peroxiredoxin 

PTB-Domäne      Phosphotyrosin bindende Domäne 

PTU       Propylthiouracil 

p53       Protein 53 

Raf       Rat fibrosarcoma 

Ras       Rat sarcoma 

RNA       ribonucleic acid 

       (Ribonukleinsäure) 

rpm revolutions per minute  

(Umdrehungen pro Minute)   
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RXR� /ß/�   Retinoid-X-receptor � /� /�  

  (Retinoid-X-Rezeptor � /� /� ) 

SEM Standardfehler des Mittelwertes 

SH2-Domäne  Src (Sarcoma) homologe Region 2 - 

Domäne 

O2
-   Superoxidradikal 

Tab.  Tabelle 

TACE  Tumor necrosis factor �  - converting 

enzyme (Tumor Nekrose Factor �  - 

konvertierendes Enzym) 

TBG Thyroxin binding globulin  

(Thyroxinbindendes Globulin) 

TBPA Thyroxin binding präalbumin 

(Thyroxinbindendes Präalbumin)  

TG       Tiergruppe 

TGF�        Transforming growth factor �  

(Transformierender Wachstumsfaktor � ) 

TGFß       Transforming growth factor ß 

(Transformierender Wachstumsfaktor ß) 

TR� /ß       thyroid  hormone receptor � /�  

       (Thyroidhormonrezeptor � /� ) 

TRE  Thyroid hormone response element 

  (Thyroidhormon-responsibles Element) 

Trypsin-EDTA   Trypsin-Ethylendiamin-N,N,N´,N´-

tetraacetat 

Tx  Transplantation 

T3       3-3´-5-Trijodthyronin  

T4        3-3´-5-5´-Tetrajodthyronin / Thyroxin 

u. a.   unter anderem  

VEGF-R  Vascular endothelial growth factor-

receptor 

vgl.  vergleiche 

vs.  versus 
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Wnt  zusammengesetzt aus „Wg“ für Wingless 

und „Int-1“ 

WST-1  4-(3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-

2H-5-tetrazolio)-1,3-benzene disulfonate 

z. T.  zum Teil 
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10 Maße und Einheiten 

 

cm       Zentimeter  

cm2       Quadratzentimeter 

G       Gauge 

g       Gramm 

h        Stunde  

kDa       Kilodalton 

kg       Kilogramm 

l        Liter 

M       Molar 

min       Minute  

ml       Milliliter 

mm       Millimeter 

nm       Nanometer 

pM       Pikomolar 

µg       Mikrogramm 

µl       Mikroliter 

µM       Mikromolar 

°C       Grad Celsius 

Ø       Durchmesser 
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