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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Hepatozellulares Karzinom

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist ein maligegithelialer Tumor der Leber. Weltweit
reprasentiert das HCC die funfthaufigste malignendrerkrankung sowie die dritthaufigste
krebsbedingte Todesursache (&ual, 2015; Maet al, 2015; Gigliaet al, 2010; Buckley
et al, 2008; Zhu, A. X., 2008; El-Seragg al, 2007; Giannellet al, 2007).

Bei einer Inzidenz, die mit 500 000 bis 1000 000 meftretender Falle pro Jahr angegeben
wird, fordert das HCC jahrlich ca. 600 000 Todesopiveltweit (Berasairet al, 2009;
Ogawa, K., 2009; Kitisiret al, 2007; Schuret al, 2006). In den westlichen Industrielandern
ist die Inzidenz des HCC niedriger (< 2% der Krekssnkungen) als in Afrika und
Sudostasien (Berasagt al, 2009; Evertet al, 2008; Kohleet al, 2008; Buendia, M. A.,
2000). Atiologisch stellen prinzipiell alle Erkramkgen, die zu einer Leberzirrhose filhren
konnen, auch eine mdgliche Ursache fir die Entstghdes HCCs dar. Des Weiteren
existieren Erkrankungen, in deren Folge HCCs emesté&xdnnen, die typischerweise nicht mit
einer Leberzirrhose einhergehen. Als wesentlichesathiengruppen sind dabei die
Virushepatitiden, angeborene Stoffwechselerkran&ongAutoimmunerkrankungen sowie
chronisch-toxische Leberschadigungen zu nennenliéGeg al, 2010; Evertet al, 2008;
Kdhle et al, 2008).

Unter atiologischem Aspekt besonders hervorzuhsbehdie Infektionen mit dem Hepatitis-
B- oder -C-Virus (HBV oder HCV), da sie die haufgdUrsache des HCCs darstellen.
Aufgrund der immensen Verbreitung der Hepatitis-Bind -C-Viren in den
bevolkerungsreichen sudostasiatischen und afrikaars Landern, sind die Inzidenzen des
HCCs in diesen Regionen am hochsten (Gigliaal, 2010; Nordenstedet al, 2010;
Evertet al, 2008; Kohleet al, 2008).

Als weitere atiologische Faktoren sind die chromisaxische Schadigung durch (Ethyl-)
Alkohol, das Gift des Schimmelpilzes Aspergillusavills (Aflatoxine) sowie Steroide
(u. a. Anabolika) zu nennen. Unter den Stoffwedrkeankungen sind die Hamochromatose,
der 1-Antitrypsinmangel, die hereditire ~ Tyrosindmie  oderauch die
Glykogenspeicherkrankheit Typ | von Bedeutung (faigt al, 2010; Everet al, 2008).

Das hepatozellulare Karzinom stellt die haufigstent der primaren Leberkarzinome dar
(Yang et al, 2015; Mikhail et al, 2014). Makroskopisch kénnen verschiedene Typen
unterschieden werden, vom massiv-groRen solitaremmofknoten Gber multiple

Tumorknoten bis hin zur diffusen Infiltration deeter. HCCs neigen zur Gefal3invasion
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sowie intra- und extrahepatischer Metastasierungy haufigsten in die Lungen
(Nordenstedet al, 2010; Everet al, 2008).

Auf molekularer Ebene konnten Veranderungen in H@@d hepatischen Préneoplasien
festgestellt werden, welche u. a. die Inaktivierudgs Tumorsuppressors p53, die
Hyperphosphorylierung des Retinoblastom-Protei8bjpoder auch die Stérung zellularer
Signalwege betreffen, wie z. B. den Mitogen-akiitge Proteinkinase- (MAPK-)/
Extrazellular-Signal-regulierte Kinase- (ERK-) Sigmeg, den Akt/mTOR- (Akt =
Proteinkinase B [PKB] / mammalian target of Rapamy&ignalweg, den Uber Frizzled-
(FZD-) Rezeptoren aktivierten Wingless/3-Catenigr@lweg (Wnt/3-catenin), den Insulin-
like growth factor 2- (IGF-2-) Signalweg oder autbn Januskinase/Signal transducers and
activators of transcription- (JAK/STAT-) Signalwelg. HCCs wurde neben chromosomalen
und Mikrosatelliteninstabilitaten eine Heraufredida des Protoonkogens c-myc sowie die
verstéarkte Expression des Wachstumsfaktors Transforming grofatiior alpha (TGF)
festgestellt (Kohleet al, 2008; Newellet al, 2008; Villanueveet al, 2008; El-Seragt al,
2007; Kitisinet al, 2007; Calvisket al, 2006). Zudem konnte vereinzelt gezeigt werdeasda
es beim HCC auf molekularer Ebene zu diversen Watlobsiehungen zwischen einzelnen
oben genannten Signalwegen kommt, so z. B. zwisdeem Akt/mTOR- und dem MAPK-
Signalweg (Wanget al, 2013), welche nach Aktivierung des Epidermal glovactor-
receptors (EGF-R) in Gang gesetzt werden kdnnenawiechen dem EGF-R- und dem p53-
Signalweg (Cioceet al, 2014). Die genannten Faktoren regulieren zekuRroliferations-
sowie Differenzierungsprozesse und werden mit aut@mo, unkontrolliertem Wachstum bei
der Entstehung von HCCs in Verbindung gebracht.

Die therapeutischen Mdglichkeiten des HCCs sindasendere im Hinblick auf das klinische
Outcome der Patienten noch immer stark begrenztVérdergrund stehen dabei neben
interventionellen Verfahren wie der Chemoembol@atider Radiofrequenzablation oder der
perkutanen Ethanolinjektion komplizierte und aufwigedchirurgische Interventionen, wie
die Leberteilresektion oder -transplantation. Da @iperabilitét vom makroskopischen Typ,
der Gefal3invasion und der extrahepatischen Maatfest des Tumors abhangt und im
Allgemeinen als schlecht zu bewerten ist, bleilttlediglich die palliativ-systemische oder
regionale Zytostatikagabe (Fornet al, 2012; Abbasoglu, O., 2008; Buckley al, 2008;
Giannelli et al, 2008; Zhu, A. X., 2008). Hierbei ist insbesondeder orale
Multikinaseinhibitor Sorafenib (NexaV3r zu erwéahnen, welcher den Vascular endothelial
growth factor-receptor (VEGF-R), den Plateled-dedigrowth factor-receptor (PDGF-R) und
die intrazellularen Raf- (rat fibrosarcoma-) Kinaddockiert, denen ebenfalls eine potentielle
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Rolle in der Entstehung des HCCs zugeschrieben (& et al, 2015; Villanueveet al,
2007; Liuet al, 2006; Semelat al, 2004). Derzeit wird Sorafenib zur systemischesrépie
bei HCC-Patienten im Stadium Child-Pugh A mit Feetastasen oder lokoregionar nicht
resezierbarer Tumormanifestation eingesetzt (bédhiprogramm Onkologie [Deutsche
Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF], 20l6vet et al, 2008). Neben Sorafenib
existieren weitere potentielle Therapeutika, demenschiedene Wirkmechanismen zugrunde
liegen und die in klinischen Studien teilweise nggtestet werden missen bzw. bisher als
Monotherapeutika keinen Vorteil erbrachten und iokuhft mit anderen Substanzen
kombiniert werden, z. B. Erlotinib, Bevacizumab, Elenus, Tivatinib (Guet al, 2015;Ma

et al, 2015; Flores, A, Marrero, J. A., 2014; Llowet al, 2008). Die Prognose dieser
Tumorerkrankung ist sehr schlecht - Patienten misgadehntem Tumor Uberleben
durchschnittlich nur ein halbes Jahr nach Diagrtefieag - und die 5-Jahres-Uberlebensrate
wird mit unter 9% angegeben (Nordenstetlal, 2010; Berasaiet al, 2009; Kitisinet al,
2007).

1.2 Transforming Growth Factor und Epidermal Growth Factor-

Receptor

Der Epidermal growth factor-receptor (EGF-R) z&hitden Rezeptortyrosinkinasen, welche
Transmembranrezeptoren darstellen, deren intraae#ul  Abschnitt eine
Tyrosinkinaseaktivitdt besitzt. Diese Rezeptoren rmitteln die Wirkung von
Wachstumsfaktoren, wie z. B. dem Transforming ghoteictor (TGF ), dem Epidermal
growth factor (EGF), von Insulin oder auch von desulindhnlichen Wachstumsfaktoren
(Insulin-like growth factors; IGF) (Higashiyanea al, 2008; Cohert al, 2004, 1962).

Der EGF-R besteht aus drei Untereinheiten, eingaellularen ligandenbindenden Domane,
einer Transmembran- sowie einer intrazellularen Broen die eine regulatorische C-terminale
Region sowie die Tyrosinkinase beinhaltet (Blackbgahl, 2006; Martinet al, 2006).

Nach erfolgter Bindung eines Liganden, bspw. TGRn den EGF-R kommt es zur
Dimerisierung, Autophosphorylierung und Aktivierumgs Rezeptors. Eine Vielzahl von
intrazellularen Signalmolekilen kann an die Phospbsinreste des aktivierten Rezeptors
binden und in der Folge durch Phosphorylierungvakti werden. Hierzu zahlen u. a. das
Growth factor receptor-bound protein 2 (Grb2) méchfolgender Ras- (Rat sarcoma-)
Aktivierung, Phospholipase GQPLC ) oder auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (R)3-
Sowohl der infolge der Ras-Aktivierung eingeleitd#APK-/ERK-, als auch der PI3-
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Kinase/Proteinkinase B- (PKB = Akt) Signalweg mibglicher Aktivierung von mTOR
(Mammalian target of Rapamycin) sind zwei der ‘@ki§en intrazellularen
Signaltransduktionswege, die in der Zielzelle naclolgter Aktivierung des EGF-R durch
Wachstumsfaktoren in Gang gesetzt werden kénnehgshbbildung 1) (Wangt al, 2013;
Berasainet al, 2009; Blackhallet al, 2006; Jorisseet al, 2003; Mendelsohet al, 2000;
Wells, A., 1999).

Der Transforming Growth Factor (TGF ) ist ein aus 50 Aminosauren aufgebauter
Wachstumsfaktor, der an den EGF-R binden und diesgnieren kann. TGF existiert
zunéchst in Form eines membrandurchspannendenrBoecwlekils (Pro-TGH, welches
ein Molekulargewicht von 160 kDa aufweist (Ogawa, 2009; Lairdet al, 1994; Leeet al,
1992). In einem als ,ectodomain shedding” bezeitdmegoroteolytischen Prozess wird von
diesem membranverankerten Precursor durch das Wirkee Metalloproteasen der ADAM-
(a disintegrin and metalloprotease-) Familie einglulde reife Form abgespalten.
Verschiedene Mitglieder dieser Metalloproteasefemkibnnen dabei zahlreiche potentielle
Liganden des EGF-R abspalten. So kann bspw. ADAMwé&iches auch Tumor necrosis
factor - converting enzyme (TACE) bezeichnet wird, Ampgulin (AR), Heparinbinding
Epidermal Growth Factor (HB-EGF) oder auch TGERbspalten. Stimuli, welche den
Vorgang des ,ectodomain shedding® in Gang setzen, $. a. Angiotensin Il, Zytokine und
Wachstumsfaktoren selbst (Beraseairal, 2009; Ogawa, K., 2009; Higashiyariaal, 2008;
Olayioyeet al, 2000).

Der abgespaltene TGFvermittelt seine Effekte Uber kurze Distanzen ornr auto- bzw.
parakriner Wirkmechanismen, indem er an den EGFe&R jdweils eigenen oder der
benachbarten Zellen bindet und diesen aktivierrgBamnet al, 2009; Zhu, A. X., 2008;
Leeet al, 2007; Okancet al, 2006, 2000; Schiffeet al, 2005). Infolge der Bindung von
TGF an den EGF-R und dessen Aktivierung kommt es atarralisierung des Rezeptor-
Liganden-Komplexes in die Zelle durch clathrinvdteite Endozytose. In den
intrazellularen, angesauerten Vesikeln dissoziidReaeptor (EGF-R) und Ligand (TGF
voneinander und werden zum Teil unter Zufuhr desedpmalen Abbauweges degradiert. Ein
anderer Teil wird recycelt und zuriick an die Zellfliehe transportiert, sodass der EGF-R
wieder in die Zellmembran integriert wird und dirélir eine erneute Bindung zur Verfligung
steht und nicht abgebautes TGih das die Zelle umgebende Medium abgegeben \Eisd.
kommt somit unter TGFEinfluss zu einer unvollstandigen EGF-R-Downretala
wodurch die Zelle die Fahigkeit beibehalt, auf T&Einfluss jederzeit adaquat reagieren zu

kénnen, ohne durch eine Refraktarzeit, wie siekbenpletter Rezeptordownregulation nach
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Bindung von EGF an den EGF-R beobachtet wird, vaiglithen Wachstumssignalen
ausgeschlossen zu werden (Maegatval, 2007; Jorissept al, 2003; Olayioyeet al,, 2000;
Wells, A., 1999; Ebneet al, 1991; Martiet al, 1989).

Der Wachstumsfaktor TGFwird in verschiedenen Zellen und Geweben expritywarkt als
potentes Mitogen (Milleret al, 1995; Michalopoulos, G. K., 1990) und ist als ipesr
Effektor an Zellmigration, Wundheilung, Angiogenesier auch an Regenerationsvorgangen
der Leber beteiligt, wobei TGFvon den proliferierenden Hepatozyten selbst praftwvird.
Aber auch in verschiedenen Tumoren wird eine TGBerexpression mit einhergehendem
auto- bzw. parakrinen Wirkmechanismus tber den BA¥eobachtet, so auch bei Patienten
mit HCC (Berasairet al, 2009; Ogawa, K., 2009; Hufnagt al, 2001; Joet al, 2000;
Draganet al, 1995; Kaufmanet al, 1992).

Die Familie der EGF-Rezeptoren setzt sich aus Wetgliedern zusammen: EGF-R
(ErbB1/HER1), ErbB2 (HER2/neu), ErbB3 (HER3) undB4 (HER4). Diese Rezeptoren
werden durch bestimmte Liganden, sogenannte E@FHgands, aktiviert. Hierzu zahlen
TGF , EGF, AR, Betacellulin (BTC), HB-EGF, Epiregulin (EPR) sowike Gruppe der
Neureguline (NRG) (Berasaiet al, 2009; Burgess, A. W., 2008; Leet al, 2007;
Huetheret al, 2006; Mendelsohat al, 2000; Olayioyeet al, 2000).

Die Rezeptoren sind in verschiedenen Geweben, dogmthelialen, mesenchymalen, als
auch neuronalen Ursprungs, exprimiert und spigle@usammenwirken mit ihren Liganden
eine wesentliche Rolle im Rahmen komplexer Vorgamge Entwicklung, Proliferation und
Differenzierung verschiedener Zell- und Gewebeart&eregulationen, Ubersteigerte
Expression oder aberrante Funktion des EGF-R stémeAssoziation zur Entwicklung
verschiedener Tumoren, so auch im Zusammenhang daibh HCC, bei dem die
Uberexpression des EGF-R einen negativ prognosiisch Faktor  darstellt
(Berasairet al, 2009; Burgess, A. W., 2008; Bekaii-Sastbal, 2006; Huetheet al, 2006;
Hopfneret al, 2004; Olayioyeet al, 2000).
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Abb. 1 Stark vereinfachte Schemazeichnung einerwAbk der durch den EGF-R hervorgerufenen Effekte

(eigene Skizze). Dargestellt ist eine Zelle mikMus und umgebender Phospholipiddoppelschicht der
Zellmembran, welche EGF-Rezeptoren enthalt. Nacidug eines Liganden, z. B. TGlder EGF,
kommt es zur Dimerisierung, Autophosphorylierumgl Aktivierung des Rezeptors mit nachfolgender
Aktivierung des Mitogen-aktivierte Proteinkinag®@dAPK-) / Extrazellular-Signal-regulierte Kinase-
(ERK-) Signalweges. Zudem kann der Phosphatidgitob3-Kinase (P13-K) / Proteinkinase B- (=Akt)
Signalweg durch dem Rezeptor nachgeschaltete BRbodigrungen intrazellularer Signalmolekile
aktiviert werden. In der Folge kommt es zu Effektdie proliferationssteigernd sind, Einfluss aidé d
Zelldifferenzierung und Angiogenese ausiben odgmb auch apoptoseinhibierende Wirkung haben.
Grb2: Growth factor receptor-bound protein 2; MEMitogen und extrazellular regulierte Kinase;
mTOR: mammalian target of Rapamycin; P: Phospbpmg; PIB: Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat; PE?Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat; Ras: $&atoma; Raf: Rat fibrosarcoma.
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1.3 Inhibition des EGF-R durch Gefitinib

Da der EGF-R an der Regulation der fur die Entstghton Tumoren bedeutsamen Prozesse,
wie Differenzierung und Proliferation, entscheideneteiligt ist, stellt er einen konkreten
Angriffspunkt therapeutischer Interventionen dar.

Das synthetisch hergestellte Anilinochinazolin Geith (Iress&; zZD 1839) ist ein
sogenannter ,small-molecule® Tyrosinkinase-Inhihitater die zum EGF-R gehodrende
Tyrosinkinase hemmt. Der kompetitive Inhibitor kontert dabei mit ATP (Adenosin-5"-
triphosphat) um die Bindung an dieses Enzym. Duteh Rezeptorblockade werden die
normalerweise bei Ligandenbindung nachgeschalt8ignalwege nicht aktiviert, wodurch
Effekte, welche das Zellwachstum oder die Differenung betreffen, inhibiert werden bzw.
ausbleiben (Berasairet al, 2009; Giannelli et al, 2008; Martin et al, 2006;
Okanoet al, 2006; Masche UP, 2004).

So konnten unter Zugabe von Gefitinib z. B. besebredenen humanen epithelialen,
EGF-R-exprimierenden Tumorzelllinien, u. a. in HZEHlinien (Giannelliet al, 2008, 2004;
Ciardiello et al, 2001; Mendelsohet al, 2000), aber auch in Tierexperimenten an Ratten
und Mausen (Schifferet al, 2005; Wakelinget al, 2002) dosisabhangig die TGF
Produktion inhibiert bzw. Wachstumsprozesse blatkigerden. Des Weiteren bewirkt
Gefitinib einen Zellzyklusarrest in der;®hase (Hopfneet al, 2004; Mendelsohret al,
2000) und fordert die Apoptose (Moenal, 2009; Shchemeliniat al, 2006).

Aktivierende Mutationen im EGF-R-Gen, welche dieok& 18 bis 21 betreffen, die flr
dessen Tyrosinkinasedoméane kodieren, lassen eistaveies Ansprechen auf Gefitinib
erkennen, wobei die Antwort der Zelle auf Gefitimicht mit dem EGF-R-Expressionslevel
an sich korreliert ist (Berasaiet al, 2009; Higashiyamat al, 2008; Bekaii-Saalet al,
2006; Martinet al, 2006; Parrat al, 2004; Anidoet al, 2003; Wakelinget al, 2002).

Im Jahr 2003 wurde Gefitinib von der United Stdtesd and Drug Administration (FDA) fur
die Therapie der nicht-kleinzelligen Bronchialkane nach vorangegangener
Chemotherapie mit Platinderivaten oder Docetaxetlasgen (Bucklegt al, 2008; Martinet
al., 2006; Blackledget al, 2004; Cohert al, 2004; Hopfneet al, 2004).

Zu den bekannten Nebenwirkungen bei Gefitinibanwegd zahlen akneartige
Hautreaktionen und Exantheme, gastrointestinalei®esrden, wie Ubelkeit, Erbrechen und
Diarrhoe sowie opthalmologische Symptome, z. B.s8ghngen oder Konjunktivitiden
(Masche UP, 2004; Baselgaal, 2002; Mendelsohat al, 2000).
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1.4 Das Schilddrisenhormon Trijodthyronin (T5)

Die von der Schilddrise (Glandula thyroidea) proeiien und in das Blut sezernierten
jodhaltigen Schilddriisenhormone 3-3"-5-Trijodthyroifls) und 3-3"-5-5"-Tetrajodthyronin
(Thyroxin; T4), werden in an Plasmaproteine gebundener Formluki®islauf transportiert,
sodass nur ein sehr geringer Anteil (<1%) in frdi@rm vorliegt. Als Transport- oder
Tragerproteine dienen dabei das Thyroxinbindends@in (TBG), das Thyroxinbindende
Praalbumin (TBPA; auch als Transthyretin bezeichaet Albumin (Wojcickaet al, 2012;
Azad, R. M., 2011; Patekt al, 2011; Hiroi et al, 2006). Das von der Schilddriise
hauptséachlich abgegebene Hormon Tetrajodthyronid imiden verschiedenen Zielgeweben,
z. B. der Leber, der Niere oder der Skelettmuskuladurch Dejodasen in das biologisch
aktivere Trijodthyronin umgewandelt (Kleet al, 2007; Majeet al, 2005).

In der jeweiligen Zielzelle bindetsTan Thyroidhormonrezeptoren (TRTRR3), von denen
verschiedene Splicevarianten existieren (siehe |dbbg 2). Die zur Familie der
Steroidhormonrezeptoren gehérenden Thyroidhormepteren (TR), unterscheiden sich von
diesen dadurch, dass sie sowohl in ligandengebendais auch -ungebundener Form an
bestimmte DNA-Sequenzen regulierter Gene, den soggen thyroid hormone response
elements (TRES), binden kdnnen (Chenal, 2010; Kowaliket al, 2010; Kleinet al, 2007;
Kwakkel et al, 2007). Meist binden die TRs in Form von Hetercgliem zusammen mit einer
der drei Isoformen des Retinoid-X-Rezeptors (RXRXRMR, RXR) an die TREs, woraufhin
die Transkription der jeweiligen hormonabhangigen& stimuliert wird (Kleiret al, 2007;
Lazaret al, 1990).

Die Wirkungen von Trijodthyronin sind vielfaltigédatur. Es sorgt u. a. fir einen erhéhten
Grundumsatz, indem es die Expression der Gene &mNdirium-Kalium-ATPase steigert
oder auch die Induktion von Enzymen der Energiesigeung sowie der Energieverwertung
bewirkt. Die Anpassung des Stoffwechsels an veesigne Umweltbedingungen in Form
sowohl anaboler als auch kataboler Mechanismenhdiigcfindet ebenso in Form der
Steigerung der Erythropoetinproduktion, der Rentisgse (Kleinet al, 2007), der
Plasmaproteinsekretion (Liet al, 2003; Kobayashet al, 1995; Darbyet al, 1991) sowie
des Herzzeitvolumens statt, bei dem unterEihfluss die Expression [3-adrenerger
Rezeptoren gesteigert und die defadrenergen Rezeptoren gehemmt wirgbdsitzt neben
der genomischen auch eine nicht-genomische Aktivitéerbei werden bspw. durch Bindung
an den Membranrezeptor33-Integrin intrazellulare Signalwege, z. B. dé3-Rinase/Akt-
Signalweg oder der MAPK-/ERK-Signalweg, aktivierin deren Folge u. a.
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proliferationsfordernde Effekte herbeigefiihrt werdsiehe Abbildung 2) (Chet al, 2013;
Gnocchiet al, 2012; Gnongt al, 2012; Davist al, 2011; Chengt al, 2010).

Weitere  B-Wirkungen  betreffen =~ Wachstums-  und  Differenziesprgzesse
(Huanget al, 2008; Linet al, 2003). Dabei ist Fbspw. nicht nur an der Entwicklung des
Gehirns und der Differenzierung von Osteoblasted ttasten beteiligt, sondern stellt vor
allem ein potentes Mitogen fur Hepatozyten dar (€hal, 2013; Wojcickaet al, 2012,
Kowalik et al, 2010; Puzianowska-Kuznickaet al., 2006; Piribi et al, 2001;
Dombrowskiet al, 2000; Ledda-Columbanet al, 2000). Diesbeziiglich konnten vivo
experimentelle Untersuchungen der eigenen Arbeiggmr in Form portal-embolischer
Transplantation von Schilddrisenfollikeln in dieblee zuvor thyreoidektomierter Ratten
zeigen, dass im Abstromgebiet der transplantiegigmnilddrisenfollikel, die sich in der Leber
ansiedelten,  glykogenarme  amphophilzellige  Lebeiher entstanden, welche
praneoplastischen Leberherden sehr ahneln. Venglaie praneoplastische Veranderungen
sind aus der chemischen Hepatokarzinogenese odech naApplikation von
Peroxisomenproliferatoren wie DehydroepiandostgiidRIEA) bekannt. Weiterhin konnte
jedoch gezeigt werden, dass trotz anhaltender Hyplderation der Hepatozyten im
Beobachtungszeitraum keine hepatozellularen Adenooder Karzinome entstanden
(Dombrowskiet al, 2000). Andere Studien gingen hierin konform umshriken darstellen,
dass durch exogene-Zufuhr eine 50%ige Reduktion in der Inzidenz dg€gsCHsowie eine
100%ige Inhibition von Lungenmetastasen ausgehendACCs zu verzeichnen war (Peeta
al., 2009; Ledda-Columbaret al, 2000).
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Abb. 2 Stark vereinfachte Schemazeichnung einemabtder durch das Schilddriisenhormon Trijodthymoni

(T3) hervorgerufenen Effekte (eigene Skizze). Dardiesst eine Zelle mit Nukleus und umgebender
Phospholipiddoppelschicht der Zellmembran. UbemdBng an vR3-Integrin an der Zelloberflache
kann T u. a. mittels Phospholipase C (PLC) sowie Proteade C (PKC ) den Mitogen-aktivierte
Proteinkinase- (MAPK-) / Extrazelluléar-Signal-réigute Kinase- (ERK-) Signalweg aktivieren, wobei
der Thyroidhormonrezeptor 3 (TRR) beteiligt isteitrhin ist eine nachgeschaltete Aktivierung der
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3-K) mdglich, wké entsprechende Effekte, durch den
Thyroidhomonrezeptor (TR ) vermittelt, bewirkt. Das lipophile sTkann zudem direkt durch die
Zellmembran in das Zytosol permeieren und mittilerser TRs (TR/TRR) zur Aktivierung der PI3-
Kinase mit anschlieBender Aktivierung der Prot@iake B (=Akt) fihren. Durch Aktivierung dieser
Signalwege kommt es in der Folge u. a. zu gesteigeProteinbiosynthese und Proliferation,

entsprechenden Zelldifferenzierungsprozessenautdr pro-angiogenetischen Effekten.
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1.5 Zielstellung der vorliegenden Arbeit

Die Einwirkung von Wachstumsfaktoren und Hormonepiels neben dem Verlust
wachstumshemmender Effekte eine wichtige Rolle inEfgstehung von Tumoren. Fiur das
hepatozellulare Karzinom (HCC) sind bei der Rait alerfriihesten Tumorvorstufen, die
Préaneoplasien, morphologisch gut charakterisiare Entstehungsmechanismen jedoch sind
noch nicht vollstandig verstanden.

Da das Thyroidhormon sTein starkes Mitogen fir Hepatozyten darstellt ymdliferative
Effekte ausibt, kdnnte es Uber eine verstarktevidtting physiologischer Signalwege fiir die
Hepatokarzinogenese von Bedeutung sein.

Als Grundgedanke der Experimente der vorliegenddyeid wurde dabei von dem Konzept
ausgegangen, dass durch einen lokalen Hormonulbsisscpraneoplastische Leberherde
induziert werden, aus denen sich Uber langereazmite hepatozellulare Tumoren entwickeln.
Hierzu wurde das bereits etablierte Modell der glambolischen Transplantation von

Schilddrusenfollikeln in die Leber thyreoidektontggrRatten angewendet.

Mit dieser vorliegenden Arbeit sollte untersuchtréen, in wie fern der Wachstumsfaktor
TGF und die Aktivierung des EGF-Rezeptors an der Ehtstg der nach
Schilddrusenfollikeltransplantation sich entwickedndLeberherde beteiligt sind. Durch die
Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib, derzfiech den EGF-R und somit die putativ
proliferative Wirkung von TGF blockiert, sollte ebenfalls vivo Gberprift werden, ob die
Entstehung der durch Schilddriisenhormone indunetteberherde verhindert und die

Proliferationsaktivitat der entsprechenden Hepatzpeeinflusst werden kann.
Zusatzlich sollte in Zellkulturexperimenten an desbertumorzellline HepG2 der Einfluss

von sowohl B, als auch von Gefitinib auf die Proliferationsakét der HepG2-Zellen

getestet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material fur die Tierexperimente

2.1.1 Versuchstiere

Zur Durchfihrung der tierexperimentellen Versuche derliegenden Arbeit dienten
mannliche Lewis-Ratten im Alter von etwa 3 MonatEmma Harlan Winkelmann, Borchen).
Tiere mit einem Korpergewicht von 70 - 90 g diensds Empfangertiere, wahrend Tiere mit
180 g bis 200 g Kérpergewicht als Spendertieretdien

Jeweils zwei Ratten wurden in Typ Il Makrolon-Tkéfigen bei freiem Zugang zu Futter und
Leitungswasser, konstanter Raumtemperatur von 24A@ regelmalligem 12-Stunden-
Tag/Nachtrhythmus gehalten. Den Tieren wurde nhoér iLieferung zunédchst fur ca. eine
Woche Zeit gegeben, sich an ihre neue Umgebungdaptiaren, bevor die Experimente
begannen.

Die tierexperimentellen Untersuchungen wurden bdiandesamt fur Landwirtschaft,
Lebensmittelsicherheit und Fischerei Mecklenburgpdonmern beantragt und gemafd § 8
Abs. 1 des Tierschutzgesetzes wurde von diesem @enehmigung des
Tierversuchsvorhabens unter dem Aktenzeichen LALL-N/NWISD/7221.3-1.1-023/08 erteilt.

2.1.2 Material fur die Tierhaltung

Alleinfutter fir Ratten- und Mause-Haltung; 10 mm ssniff
Einstreu (3/4 S-Faser; 2-4 mm Partikelgro3e) fissni
Experimentalfutter R/M jodarm, <15 pg J / kg; 10 mm ssniff
Experimentalfutter R/M jodarm, + 0,5 g/ kg PTU

(Propylthiouracil); 10 mm ssniff
Tierkafige aus Makrolon (800 énBodenflache) Ebeco
Tierkéfigreinigungsanlage IWT Tecniplast
Trankflasche 500 ml Ebeco
Trankkappe Ebeco

12
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2.1.3 Laborgerate und Verbrauchsmaterial

Brutschrank

Chirurgisches Nahtmaterial, Naturseide schwarz,
nicht resorbierbar, DR 12, 4/0 USP

Einbettkasette, weil3

Einmalkaniile Neoje 23 G x 1
Einmalkaniile Neol§ 26 G x 23 mm
Einmalpasteurpipette (3,5 ml)
Einmalspritze (1 ml)

Einmalspritze (1 ml) BD Plastipak™
Eismaschine

Faltenfilter (g 320 mm)

Feinwaage TE 313 S
Gefahrstoffschrank

Gefrierschrank

Handpipette

Infusionsgerat , IntrafiX Primeline Classic*
Instrumentendesinfektionswanne (3 )

I.v. Venenverweilkantle, 20 GA, BD Adyste Pro™

Kleintier-OP-Tisch
Kleintierwaage Kern 440-45N

Konisches Schraubréhrchen (15 ml, 50 ml)

Knopfkantle, gebogen; 1,2 x 70 mm

Kryoréhrchen fir Serum ,Cryo S™, RP*

Kryoréhrchen fir Serum ,,Cryo Tube™ Vials* (1,8 ml)

Kryobehalter fur Stickstoff
Kahlschrank

Laborzentrifuge

Lichtmikroskop ,Leica MZ6*
Lichtmikroskop ,Leica M651"
Magnetrthrstabchen
Mullkompresse Grazff) 10 x 10 cm

Mulltupfer, 20 x 20 cm, pflaumengrol3

OP-Besteck

Heraeus

Catgut
R. Langenbrinck
Dispomed Witt
Terumo
Sarstedt
Dispomed Witt
BD Spmamn
Ziegra
Sartorius
Sartorius
Asecos
Dometic Medical Systems
Eppendorf
Braun
Bode
Bialon™
Braun
Kern & Sohn GmbH
Falcon
Kratz
Greiner Blme

Nunc™ Brand Products

Georg SchubertrlBe
Dometic Medical Systems
Sigma
Leica
Leica
Roth
Lohmann & Rauscher
Beese Matic

Asanus Medizintechnik
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OP-Lampe ,Mach 130“

OP-Tisch

Osmotische Pumpe alZetModel 2ML1

Peha Soft - Puderfreie Untersuchungshandschuhe
Petrischalen

pH-Meter inolab

Pipettenspitzen (1000 ul)

Plastikbecher mit Schraubverschluss (100 ml)
Rasiergerat Elektra Il

Rasierklingen

Reagenzglas (10 ml)

Roéhre mit Verschluss (16 ml, 30 ml)
Skalpellklingen ,prazisa plus“, No. 10
S-Monovett& - Blutentnahmesystem, 92 x 15 mm
Spulmaschine

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

Sterilisator 205

Tiefkdhltruhe “profiline”

Tiefkuihltruhe (-80 °C)

Tischlampe KL 1500 electronic
Trimming-Klingen

Variomag Mono Magnetrthrer
Verbandzellstoff, 20 x 30 cm

Vortex Mixer

Wattestabchen ,Bel premium*

Wundklammern ,Michel®, 7,5 x 1,75 mm

2.1.4 Chemikalien und Lésungen

Aqua bidest

Aqua deionisata
Carboxymethylcellulose, 1%ig
Citratpuffer

Diethylether, 99,5%, zur Synthese, stab.
Fllssiger Stickstoff

Ondal Industrietechnik
UFSK International
Durect™
rtmean
Schott
WTW
Sarstedt
t8drs
Aesculap
Rotbart
Schott
Sarstedt
Dahlhausge CO
Sarstedt
Miele Professional
BD Spanien
MELAG
Liebherr
Kalte-Klima-Anlagenbau
Schott
Feather
Thermo Electron Corp
Fesmed
neolab
Hartmann

Braun

eigene Herstellung
Delta Select
Sigma
Merck
Roth
Air Liquid Medical GmbH
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Formaldehyd, 4,5%, pH 7

Formamid, 95%ig
Gefitinib Pulver
Gefitinib-L6sung, 2%ig:
Pulver geldst in 1%iger Carboxymethylcellulose

Glutardialdehyd, 25%ig
Hanks” Balanced Salt Solution, 10x, without NaHCO
HCI
Isotone NaCl-L6ésung, 0,9% (10 ml, 500 ml)
Kaliumperchlorat purum p. a.
Ketamin (Ketane$), 10%ig
NaOH
Proteinase, bakterielle, Typ XXIV, 0,1%ig
Pufferldsung fir pH-Meter ,chem solute®
Ringerlésung
Xylazin (Rompuf?), 2%ig, Injektionslésung
Schweinenormalserum
TRIS-Puffer
Wasserstoffperoxidlosung%oig
2-Methylbutan, 99%, zur Synthese
5-Bromo-2"-desoxyuridin (BrdU), minimum 99% HPLC
Spullésung fir Perfusionsfixation (pH 7,4)
- Rezept fur 1 | Endvolumen:

40 g Dextran

5 g Procain-HCI

Apotheke der Ernst-
Moritz-Arndt Universitat
Greifswald

Roth

LC Laboratories

Merck
Sigma
Merck
Braun
Fluka
CEVA
Merck
Sigma
Th. Geye
Braun
Bayer
DAKO
Merck
DAKO
Roth
igla

Serva
Caelo

auf Endvolumen auffillen mit RingerldsungBraun

pH-Einstellung mit NaOH

Merck
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Fixierldsung fur Perfusionsfixation (pH 7,4)
- Rezept fur 1 | Endvolumen:

40 g Dextran

30 g Paraformaldehyd

mit Phosphatpuffer auf Endvolumen auffullen:
2,65 g Natriumdihydrogenphosphat
13,9 g Dinatriumhydrogenphosphat

pH-Einstellung mit NaOH

Serva
Merck

Merck
Merck
Merck

vor Gebrauch Zusatz von 10 ml Glutardialdehyd Merck

(25%ige Losung in Wasser) pro 0,5 | Lésung

Fixierlésung fur Nachfixierung (pH 7,4)
- Rezept fur 1 | Endvolumen:

30 g Paraformaldehyd

mit Phosphatpuffer auf Endvolumen auffullen:
2,65 g Natriumdihydrogenphosphat
13,9 g Dinatriumhydrogenphosphat

pH-Einstellung mit NaOH

Merck

Merck
Merck
Merck

vor Gebrauch Zusatz von 10 ml Glutardialdenyd  Merck

(25%ige Losung in Wasser) pro 0,5 | Losung

2.1.5 Antikorper / Immunhistochemie

Antibody-Diluent

Biotinylierter Sekundarantikérper
(biotinyliertes anti-Maus-1gG)

Bond Enzyme Pretreatment Kit

Bond Dewax Solution

3-3"-Diaminobenzidin (DAB)

Farbeautomat ,Bondmax*

Hamalaun

Labelled streptavidin biotin (LSAB Kit

Perjodsaure/Schiff Reagenz (PAS)

DAKO

DAKO
Leica
Leica
DAKO
Leica
Merck
DAKO
Dr. K. Hollborn $5M&
Co KG
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Polymer

(Anti-Kaninchen-Poly-HRP [horseradish peroxidase Leica
Post-Primér-Antikdrper

(Kaninchen-anti-Maus, polyklonal) Leica
Primarantikérper gegen BrdU

(Maus-anti-BrdU; monoklonal) DAKO
Primarantikorper gegen EGF-R

(Maus-anti-EGF-R; monoklonal) Menarini
Primarantikérper 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 verwesmd®&atten wurden in folgende Gruppen

eingeteilt:

Tab. 1 Darstellung des Versuchsaufbaus anhanexgerimentellen Tiergruppen. TG: Tiergruppe.

Experimentelle Totungszeitpunkt Dauer der Gefitinibgabe | Gruppenstarke

Gruppe (nach Versuchsbeginn) (vor dem Tdtungszeitpunki)
TG 1 3 Monate - 15
TG 2 3 Monate 2 Wochen 15
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An den Tieren beider Gruppen wurden ca. zwei Woctaah operativer Thyreoidektomie die
Schilddrusenfollikeltransplantationen in die Lebleirchgefiihrt. Die Ratten der Tiergruppe 2
erhielten in den letzten zwei Wochen vor ihrem hgseeitpunkt einmal taglich Gefitinib per
0s Uber eine Schlundsonde. Als Kontrolle dientea miweils linken Leberlappen der

Versuchstiere als intraindividueller Vergleich (vgbschnitt 2.2.4.2).

2.2.2 Thyreoidektomie der Ratten

Die Ratten wurden unter Ethernarkose thyreoidektomiDazu wurde zunachst der
Halsbereich der narkotisierten Tiere rasiert und Hihanol desinfiziert. Anschlie3end
wurden die Tiere auf dem Kleintier-OP-Tisch kopfainis auf dem Ricken liegend gelagert.
Unter Sicht durch das Mikroskop wurde nach mediattaisschnitt die Trachea mit den
anliegenden Schilddriisen freiprapariert. Nach Duecimung des Isthmus konnte die
Schilddrise mit feinen Pinzetten vorsichtig enth@mmverden. Hierbei wurde besonderes
Augenmerk auf die Schonung des Nervus recurrengggelDie im Rahmen der
Thyreoidektomie evtl. auftretenden starkeren Bluamdonnten durch Reponierung der
Halsmuskulatur zum Stehen gebracht werden. Die \Numaér der Haut wurden abschlieRend
durch Klammern verschlossen. Die Tiere wurden nedblgter Thyreoidektomie in die
jeweiligen Kafige gebracht und bis zum Wiedererwachas der Narkose beobachtete

Transplantation (vgl. Abschnitt 2.2.4) erfolgte hagner 15-tagigen Erholungsphase.

2.2.3 Vorbehandlung der Spendertiere

Fur die Schilddrisenfollikeltransplantationen war®@nganspendertiere notwendig, da die
Schilddrisen, welche den Ratten beider TiergruppenRahmen der Thyreoidektomien
entnommen wurden, aufgrund der dabei auftretendechamischen Quetschungen nicht fir
die Transplantationen geeignet waren.

Die Spendertiere wurden mittels einer Speziald@gibghandelt, um eine Entspeicherung der
Schilddrisenfollikel und dadurch bedingte Hyperngatrer Schilddriisen zu erreichen.
Hierzu enthielt der Diatplan das Thyreostatikum Rhbpouracil (PTU) als
Jodisationshemmer sowie Kaliumperchlorat (Kgl@ls Jodinationshemmer. Die KCJO
Behandlung nach PTU-Gabe soll die Schilddrise ¢bdfialten. Die jodarme Diat zum
Abschluss mit Wasser ohne KClQvurde gewaéhlt, um einen direkten KGl@ffekt zu
vermeiden. Der Didtplan setzte sich wie folgt zusem:
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Tab. 2 Darstellung des Diatplans der Spendertiamn Zweck der Entspeicherung und Induktion der
Hyperplasie der SchilddrisekCIO,: Kaliumperchlorat; PTU: Propylthiouracil.

Diatstufe Spezielles Futter / Trinkwasser Dauer

- Jodarmes Futter + 0,5 g PTU / kg

1 - Normales Leitungswasser 10 Tage

- Jodarmes Futter ohne PTU

2 - Aqua bidest + 1% KCJO 2 Tage
- Jodarmes Futter ohne PTU
3 - Aqua bidest ohne KCJO 3 Tage

2.2.4 Schilddrisenfollikeltransplantation

2.2.4.1 Spendertiere und Vorbereitung der Trandplizn

Nach 15 Tagen Vorbereitung mittels Spezialdiat .(vgbschnitt 2.2.3) wurden die
Spendertiere durch intraperitoneale Injektion métainin (100 mg/kg Korpergewicht) plus
Xylazin (4 mg/kg Kérpergewicht) tief narkotisiertdimach Rasur sowie Ethanoldesinfektion
des Halsbereichs in Riuckenlage auf dem KleintierT@eh gelagert. AnschlieRend wurde
nach medianem Halsschnitt die Trachea mit der G&aten Schilddrise freiprapariert und
ein ca. 0,5 cm groRer Abschnitt der Trachea, an dem die Schilddriise befand, durch
Scherenschlag entnommen, ohne die Schilddrise dabehanisch zu belasten bzw. zu
guetschen.

Das entnommene Organpaket wurde in eine mit Halnbs(ng geflllte Petrischale tberfuhrt
und die Schilddriise unter dem Mikroskop vorsicivign der Trachea abgel6st. Die beiden
pro Tier erhaltenen Schilddrisenlappen wurden diefe#nd mit Hilfe einer Rasierklinge
durch Schneidbewegungen fein zerkleinert, ohnesdhalddrisenfollikel zu quetschen. Nach
erfolgter Praparation wurden die Follikel in eintrilanks’-Losung gefilltes Reagenzglas
Uberfuhrt und nachdem sie sich abgesetzt hattear Merwendung einer 1 ml Spritze mit 0,6
mm starker Kantle aufgezogen und bis zur Transpli@mt auf Eis gelagert. In einem
Transplantationszyklus wurden zunéchst die ScHilskeln zweier Spendertiere gewonnen und

prapariert sowie anschlieRend zwei Empfangertidegrniergruppen transplantiert.
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2.2.4.2 Organempfanger und Schilddriisentransplaonat

Die ca. 2 Wochen vor der Transplantation thyrediolekerten Ratten der beiden Tiergruppen
wurden fur die Transplantation kontinuierlich mitiebhylether narkotisiert, das Abdomen
rasiert und mit Ethanol desinfiziert. In Narkoséokgte zunachst die mediane Laparotomie
mit anschlieRender Verlagerung des Darmkonvolutsh nextraabdominal rechts vor die
Bauchdecke. Mit Hilfe einer kleinen Gefal3klemme aeur die MilzgefalRe abgeklemmt und
das Darmkonvolut auf die linke Seite vor die Batextie verlagert, sodass die Pfortader ohne
weitere praparative Malinahmen freilag. Durch Audte@iner kontinuierlich mit erwéarmter
NaCl-Losung versetzten Kompresse wurde das nachaddominal verlagerte Darmkonvolut
feucht gehalten, um das Austrocknen und damit egghende Reizungs- und
Entziindungsprozesse zu vermeiden. Nach leichtenel®erhdes linken Leberlappens konnte
der linke Pfortaderast ebenfalls unter Verwenduingrekleinen GefalRklemme abgeklemmt
werden. Anschliel3end erfolgte die Punktion destBfi@rhauptstammes mit der vorbereiteten
follikelenthaltenden Spritze und die langsame Inggktder Schilddrisenfollikel mit ca.
0,8 ml Hanks’-Lésung in die Pfortader. Durch dasklaimmen des linken Leberlappens
sowie des linken Anteils des Mittellappens wurddhergestellt, dass die Schilddriisenfollikel
lediglich in die rechte Leberhalfte transplantidrden und die linke Halfte somit als interne
schilddrusenfollikelfreie Kontrolle fungiert. Naather Punktion wurden die GefalRklemmen
entfernt und die Punktionsstelle durch sachtes elygih eines Fingers komprimiert. Sobald
sich die Punktionsstelle durch Gerinnungsprozessschidssen hatte, wurde das gesamte
Darmkonvolut in die Bauchhéhle zurickverlagert. DBauchdecke der Ratten wurde
abschlieBend durch Nahtverschluss adhariert undgchiassen, die Bauchhaut wurde
geklammert. Die Ratten wurden nach erfolgter Traargption und Wundverschluss in ihrem

jeweiligen Kafig bis zum Wiedererwachen aus derkse beobachtet.

2.2.5 Gewichtskontrollen

Alle Ratten wurden sowohl am Tag ihrer Lieferung alich zum To6tungszeitpunkt gewogen.
Bei den Spendertieren erfolgte die Bestimmung dapé&rgewichts bis zum Tag ihrer T6tung
einmal monatlich. Ebenso wurde bei den Ratten d&tebeTiergruppen verfahren, wobei
diese zusatzlich am Tag der Thyreoidektomie, dem3plantation sowie am ersten und
dritten postoperativen Tag, im ersten postoperatMenat einmal wdchentlich und ab dem
zweiten postoperativen Monat einmal monatlich gewogerden. Des Weiteren wurde das

jeweilige Kdrpergewicht zum Zeitpunkt der erstmafhgGefitinibgabe ermittelt.
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2.2.6 Applikation von Gefitinib

Die Tiere der Tiergruppe 2 erhielten ab zwei Wocken ihrer Totung einmal taglich
Gefitinib in einer Konzentration von 20 mg/kg Korgewicht. Dabei wurde das in 1%iger
Carboxymethylcellulose aufgeschittelte Gefitinibt iilfe einer Einmalspritze und einer

gebogenen Knopfkantle den Ratten oral verabreicht.

2.2.7 Applikation des Nukleosidanalogons 5-Bromo-Ziesoxyuridin

Das Nukleosidanalogon 5-Bromo-2"-desoxyuridin  (Brddann von lebenden Zellen
aufgenommen werden und anstelle des Nukleotids Xydsgmidintriphosphat wahrend der
Synthesephase des Zellzyklus in den neu synthe¢isieDNA-Strang eingebaut werden.
Diejenigen Zellkerne, die zwischen Applikation vBrdU und Praparation des Gewebes die
S-Phase des Zellzyklus durchschritten und BrdU én cheu gebildeten DNA-Strang
eingebaut haben, kénnen somit durch Anwendung inmmstothemischer Methoden
dargestellt werden. Auf diese Weise lasst sich Riieliferationsaktivitat der Zellen des
jeweiligen Gewebes bestimmen und quantifizieren.

Zu diesem Zweck wurde der Halfte der Tiere eine k¢oeor ihrer Tétung eine osmotische
Pumpe dorsal zwischen beide Scapulae subkutannitigia Diese Pumpen waren gefillt mit
40 mg BrdU, gel6st in 2 ml 0,9%iger NaCl-Losung.eRatten wurden dazu mit Ether
narkotisiert, dorsal im Bereich der Scapulae rasied die betroffene Haut mit Ethanol
desinfiziert. Nach transversalem Hautschnitt wuraeschliellend unter Anheben des
kaudawarts gelegenen Schnittrandes und AbloseRalgrvon der Rickenmuskulatur mittels
Vorschieben und Spreizen einer stumpfen dinnenr&cbime subkutane Tasche gebildet, in
die die Pumpe eingesetzt werden konnte. Zum Schiusde die Inzisionsstelle durch eine
Klammernaht verschlossen. Die Pumpen gaben das Bl einen Zeitraum von sieben
Tagen kontinuierlich ab (10 pl pro Stunde).

Die restlichen Tiere, die keine osmotische Pumpaantiert bekamen, erhielten jeweils eine
Stunde vor ihrer Totung 20 mg BrdU, gel6st in 2G18%iger NaCl-Losung. Dabei wurde
jedem dieser Tiere 1 ml subkutan und 1 ml intrapeeal injiziert.

2.2.8 Toten der Tiere und Gewebspraparation

Die planmaliige Totung der Tiere erfolgte durchaipéritoneale Injektion mit Ketamin
(100 mg/kg Korpergewicht) plus Xylazin (4 mg/kg érgewicht). Anschlie3end wurde das
jeweilige Tier auf dem Rucken liegend auf dem KieinOP-Tisch gelagert und eine

grof3ziigige mediane Laparotomie durchgefuhrt. Namh\Werlagerung des Darmkonvoluts
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nach extraabdominal rechts, wurde die Bauchaortazmei feinen Pinzetten freiprapariert
und mit einer Venenverweilkanile von 1,1 mm Durchsee punktiert. Es erfolgte
anschlieBend die Entnahme von 5 ml arteriellem ,Bitdn dem nach 10-mindtiger
Zentrifugation bei 5000 rpm (revolutions per minuias Serum abpipettiert und flr spatere
Zwecke bei -80 °C eingefroren wurde. Nach der Fung der in der Bauchaorta befindlichen
Venenverweilkantle mit Hilfe zweier groRer Klemmerurde die Spulldsung Uber ein
Infusionssystem an die Venenverweilkanlile angesséigswodurch die Perfusion der
BlutgefalRe erfolgte. Um den Perfusionseffekt zu &aveisten, wurde durch Erdffnung der
Vena cava inferior mittels Scherenschlag ein offeBgstem des Blutkreislaufs hergestellt.
Der Mittellappen der Leber wurde nach AbklemmensdasGefal3versorgung mittels kleiner
Klemmen abgesetzt. Auch die GefalR3versorgung deetinKiere wurde auf diese Weise
unterbrochen und das Organ entnommen. Wahrendidre Hnschlie3end longitudinal ihrer
Langsachse folgend mit Hilfe einer Rasierklingebieat wurde, wurde der Leberlappen in ca.
1 mm dicke Lamellen geschnitten, wobei eine Tregndar Lamellen in rechte und linke
Halfte des Mittellappens erfolgte. Beide Organe deur tiber 2-Methylbutan in flissigem
Stickstoff tiefgefroren. Bis zum Erreichen einer logenen Blutleere der Organe wurde die
Spulung fir ca. 5 min fortgesetzt. AnschlieRend deudie Spllung gestoppt und die
Fixierlosung an die Venenverweilkanile angeschlossed gestartet. Die Fixierung der
Organe wurde solange durchgefihrt, bis sie palgatodie gewlinschte Festigkeit aufwiesen.
Im Anschluss daran wurde das Tier exenteriert. daibei entnommenen Organe wurden in
Formaldehydlésung (Herz, Lunge, Milz, Pankreas, étgdbzw. in Nachfixierlésung
(Restleber, rechte Niere, Darm, Schilddrise, Geligpophyse) fir mindestens 24 h fixiert
und anschlieRend zugeschnitten. Von jeder Lebedevudabei 10 Paraffinblocke angefertigt,
von jedem anderen Organ - mit Ausnahme des Gehjengeils ein Block.

Die Tiere, die wéahrend des Versuchs spontan véestarwurden seziert und dabei
makroskopisch auf mogliche Todesursachen hin irspiZDie Organe dieser Tiere wurden
entnommen, in Formaldehydlésung fixiert und ansfdnd ebenfalls zugeschnitten.
Weiterfuhrende immunhistochemische Untersuchungeren an den Organen dieser Tiere

nicht durchgefihrt.
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2.2.9 Immunhistochemische Untersuchungen

2.2.9.1 BrdU-Markierung

An definierten Leberschnitten wurde immunhistochsmhidie BrdU-Markierung dargestelit.
Die BrdU-Immunhistochemie der entsprechenden Rasafinitte erfolgte nach der ABC-
Methode (Avidin-Biotin-Complex-Methode):

1. Um die durch die Formalinfixierung entstandenentétnvernetzungen zu lésen und
Konformitatsanderungen zu beheben, wird der entig@ieate Schnitt im Schnellkochtopf
in Citratpuffer bei pH 6 und tGber 100 °C fur 4,5nngekocht. Hierbei werden verdeckte
Antikorperbindungsstellen freigelegt. Anschlie3¢ggst man den Schnitt abkuhlen.

2. Es folgt die 10-minitige Andauung des Gewebes drtBoige bakterielle Proteinase,
Typ XXV, bei 37 °C. Danach wird mit TRIS-Pufferwgaschen.

3. Um die Tertiarstruktur der DNA-Helix zu zerstoremyd der Schnitt bei 70 °C fir eine
Stunde in 95%iges Formamid gegeben. Im Anschlustgeein Waschschritt mit TRIS-
Puffer.

4. Fur 30 min wird der Schnitt mit 3%iger Wasserstoftp@dldsung inkubiert.

5. Anschlie3end erfolgt zur Absattigung unspezifiscterischer Proteinbindungen eine 10-
minutige Inkubation in 20%igem Schweinenormalseruendinnt mit TRIS-Puffer.

6. Uber Nacht wird der Schnitt nun mit dem gegen Brgétichteten Primarantikorper
inkubiert, der im Verhdaltnis 1:50 mit Antibody-Diloe verdinnt wurde. Die sich
anschlieRende Weiterbehandlung erfolgt durch Eindes LSAB Kits.

7. Nach Spulung des Schnittes mit TRIS-Puffer findiet bhkubation mit biotinyliertem
Sekundarantikorper statt, gefolgt von erneuter @pgimit TRIS-Puffer.

8. Nun wird der Schnitt fur 30 min mit einem StrepthmiPeroxidase-Komplex inkubiert,
welcher mit der Biotinkomponente des Sekundararpid reagiert.

9. Nachdem eine weitere Spulung mit TRIS-Puffer etflgvird der Schnitt fir 10 min mit
dem Farbstoff Diaminobenzidin inkubiert, welchetlt ihen Peroxiden reagiert, die durch
die Peroxidase umgesetzt wurden. Um die Reaktiomrtarbrechen, wird der Schnitt

anschliel3end vorsichtig mit Aqua deionisata abgéspu
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2.2.9.2EGF-R und TGF

Zur immunhistochemischen Darstellung des EGF-R wuddr definierte entparaffinierte
Leberschnitt mit Hilfe einer Proteinase des BondyEmz Pretreatment Kits angedaut. Der
entsprechende Primérantikorper wurde in einer lamdiig von 1:50 angewendet.

Zur Darstellung von TGF wurde nach einer Hitzevorbehandlung bei pH 6 demat-
antikorper in einer Verdiinnung von 1:100 verwendet.

Die jeweils nachfolgenden Farbeschritte erfolgtamtomatisch durch Anwendung des

Beckenkammprogramms des Bond-Farbeautomaten dea Eica:

Protokoll fur EGF-R-Farbung:

- Paraffinschnitte, 2 um, Trocknung tber Nacht befG0
-  EGF-R-Antikérper 1:50 verdinnt mit Antibody-Diluent
- Bearbeitung im Bond-Farbeautomaten:
- Entparaffinierung mit Bond Dewax Solution
- Hitzevorbehandlung bei pH 9,0 zur Lésung von bestden Querver-
netzungen
- proteolytische Andauung des Schnittes mittels Hrase
- Peroxidase-Block fur 10 min zur Blockierung endagdperoxidasen
- Inkubation mit Primar-Antikorper fir 60 min
- Inkubation mit post-Primar-Antikorper fir 10 minelgher die Moglichkeit zur
Bindung des nun folgenden Polymers erhéht
- Inkubation mit Polymer fir 30 min
- Inkubation mit DAB (3-3"-Diaminobenzidintetrahydtdorid) fur 20 min,
welches den Komplex sichtbar macht
- Gegenfarbung mit Hamalaun fur 8 min
- Entwéassern in aufsteigender Alkoholreihe, gefolgt Xylol
- Eindecken mit Roti-Histokit
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Protokoll fir TGF -Farbung:
- Paraffinschnitte, 2 um, Trocknung tber Nacht befG0
-  TGF -Antikdrper 1:100 verdinnt mit Antibody Diluent

- Bearbeitung im Bond-Farbeautomaten:

- Entparaffinierung tber Automaten mit Bond Dewaxufioh

- Hitzevorbehandlung im Automaten bei pH 6,0 zur ldigwon bestehenden
Quervernetzungen

- proteolytische Andauung des Schnittes mittels Hrase

- Peroxidase-Block fur 10 min zur Blockierung endagdheroxidasen

- Inkubation mit Primar-Antikorper fir 60 min

- Inkubation mit post-Primar-Antikorper fir 10 minelgher die Moglichkeit zur
Bindung des nun folgenden Polymers erhéht

- Inkubation mit Polymer fir 30 min

- Inkubation mit DAB (3-3"-Diaminobenzidintetrahydtdorid) fur 20 min,
welches den Komplex sichtbar macht

- Gegenfarbung mit Hamalaun fur 8 min

- Entwassern in aufsteigender Alkoholreihe, gefolmt Xylol

- Eindecken mit Roti-Histokit

Im Rahmen der Auswertung wurde ermittelt, ob digodlezyten der Leberherde bzw. des
extrafokalen Gewebes eine membrandse ExpressionB@R-R bzw. zytoplasmatische
Expression von TGF aufwiesen. Der jeweiligen Farbeintensitat entdpgad wurde die

Expression von EGF-R und TGEemiquantitativ als stark oder schwach eingestuft.

2.2.10 Proliferationsaktivitat

Die Proliferationsaktivitdt wurde bei den Tierete @éine osmotische Minipumpe implantiert
bekamen, mit Hilfe des BrdU-Labeling-Index (BrdU}ldrmittelt, bei dem der Anteil der
BrdU-positiven von allen gezéhlten Hepatozytenzefika in Prozent angegeben wird.

Mit Hilfe des Mikroskops wurden bei 400-facher Veigerung die BrdU-positiven sowie
negativen Hepatozytenzellkerne in den Leberherdeswies im Kontrollgewebe
(schilddrisenfollikelfreier linker Leberlappen) gegahlt.

Dabei wurde der BrdU-LI aller Leberherde von drebkerschnitten eines Tieres bestimmt. Im
Kontrollgewebe wurde der BrdU-LI von jeweils 200@z@hlten Hepatozytenzellkernen

ermittelt.
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2.2.11 Statistik

Es erfolgte sowohl ein Vergleich zwischen dem BildUder Leberherde und des
Normalgewebes innerhalb einer Tiergruppe, als agide Gegenuberstellung der beiden
Tiergruppen bzgl. der BrdU-LI der Leberherde sodée Normalgewebe. Weiterhin wurden
die ermittelten Kérpergewichte beider Tiergruppdtemander verglichen.

Von den Tieren, die BrdU eine Stunde vor ihrer Tigtwappliziert bekamen, wurde kein
BrdU-LI bestimmt. Die erhobenen Gewichtsdaten diesBere flossen in den

Gewichtsvergleich zwischen den beiden Tiergruppen e

Es wurde jeweils der Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Tesli¢rosoft Excel 2003, Redmond,

USA) verwendet, wobei dieser flr gepaarte (Verglelderde vs. Normalgewebe einer
Tiergruppe) bzw. ungepaarte Stichproben (Vergleieterde bzw. Normalgewebe

Tiergruppe 1 vs. Tiergruppe 2) durchgefihrt wurdénterschiede wurden bei einer

Irrtumswabhrscheinlichkeit voR < 0,05 als signifikant akzeptiert.

2.3 Material fur die Zellkulturexperimente

2.3.1 Die Zelllinie

Fur die Durchfuhrung der Zellkulturexperimente waidle Zelllinie HepG2 (American Type
Culture Collection [ATCC], Manassas, USA) verwendédbrphologisch stellen sich HepG2-
Zellen als polygonale adharente Strukturen dar, be2 langerer Kultivierung ein
dreidimensionales Wachstum zeigen. (LGC-Standagfd,1; Adenet al, 1979). Die
Kultivierung der Zellen erfolgte in Dulbecco’s Mmmim Essential Medium (DMEM),
welches einen Glukosegehalt von 1 g/l aufweist wrdetzt ist mit 10% fetalem Kalberserum
(FCS) sowie Penicillin/Streptomycin (100-fach), imkubator bei 5% C®und 37,0 °C.

2.3.2 Laborgerate, Verbrauchsmaterial und Zellkultuartikel

Brutschrank MMM Medcenter
Einrichtungen GmbH

Elektronische Pipettierhilfe Accu-j&t Brand

Feinwaage Sartorius

Fluoreszenzmikroskop “Olympus IX 70" Olympus

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

Handpipette

Konisches Schraubréhrchen (15 ml, 50 ml)
Laborpumpe

Lichtmikroskop “Telaval”

Mehrkanalpipette

Microplatereader ,infinite M200*
Minishaker MS1

Neubauer-Zahlkammer

Pipettenspitzen (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Reaktionsgefal3e (1,5 ml, 2 ml)
Serologische Pipette (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Sicherheitswerkbank

Wasserbad Autogene Il
Zellkulturflasche (75 cf)
Zentrifuge MR1822

96-Well Gewebekulturplatte

2.3.3 Medium fur die Zellkultur

DMEM, “low glucose” (1 g/l), “with Glutamine”
FCS 10%

Penicillin/Streptomycin, 100-fach

2.3.4 Chemikalien, Puffer und Lésungen
Calcein AM

Cell Proliferation Reagent WST-1

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DPBS (Dulbecco’s phosphate buffered saline)
Ethanol

Gefitinib Pulver

Gefitinib-Stocksolution, 10 M, gelst in DMSO
Insulin

Natriumhydroxid (NaOH)

puffer hubbard
Eppendorf
Falcon
KNF Neuberger
Carl-Zeiss-Jena
Eppendorf
Tecan
IKA
Labor Optik
Biozym
Eppendorf
Saltste
Nunc Microflow Biological
Safety Cabinet
Grant
Greiner Bio One
Jouan

Nunc

PAA
PAA
PAA

Fluka
Roche
AppliChem
tiogen
Roth

LC Laboratories

Sigma
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 adgm vierten Tag statt, wobei eine
maximale Zelldichte von 0,5 x $@ellen/ml Medium nicht tiberschritten wurde.

Zunachst wurde unter der Sicherheitswerkbank dadiwte der Zellkulturflasche abgesaugt
und verworfen. Die Zellen wurden anschlieRend dutababe von 5 ml DPBS gewaschen
und das DPBS danach ebenfalls abgesaugt und vemnvadach Zugabe von 5 ml 10-fach
Trypsin-EDTA wurden die Zellen fir ca. 2 min inkali Nachfolgend wurde unter dem
Lichtmikroskop das Ablésen der Zellen von ihrer &htdge beurteilt und 15 ml frisches
Gewebekulturmedium zu den bereits in der Zellkéissche vorhandenen 5 ml Trypsin-
EDTA gegeben. Die insgesamt 20 ml wurden in eimb&chraubréhrchen pipettiert und bei
1500 rpm fur 4 min zentrifugiert. Nach erfolgter nfiifugation wurde der Uberstand
abgesaugt und verworfen und das Zellpellet in 1Gristhem Gewebekulturmedium durch
wiederholtes Auf- und Abpipettieren resuspendiBre Zellen wurden anschlieRend je nach
Zelldichte in einer Verdinnung von 1:5 oder 1:10e@mer neuen mit 30 ml frischem
Gewebekulturmedium geflllten Zellkulturflasche ume@i den genannten Bedingungen
(vgl. Abschnitt 2.3.1) kultiviert.

Fur Untersuchungen (Zellzahlbestimmung, Prolifersdassay) wurden die Zellen nach

erfolgter Trypsinierung geerntet und zentrifugietér Uberstand abgesaugt und verworfen.
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Nun erfolgte die Resuspendierung des Zellpelletss ml DPBS, gefolgt von erneuter
Zentrifugation. Nachdem der Uberstand abermals sshagt und verworfen wurde, konnten
die Zellen in 10 ml serumfreiem Medium resuspendigrden.

2.4.1.2 Bestimmung der Zellzahl

Nach erfolgter Zellernte, wie unter Abschnitt 2.4.1beschrieben, wurde von der
Zellsuspension in der 50 ml Schraubrohre ein 2@liguot 1:10 mit Gewebekulturmedium

verdinnt und die Zellzahl in diesem Aliquot in dseubauer-Zahlkammer unter dem
Lichtmikroskop bestimmt.

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

folgender Formel wurde die Zellzahl pro Milliliterrechnet:

Zellzahl pro Milliliter = Mittelwert der Zellzahl x Kammerfaktor der Neubauer-
Zahlkammer(10%) x Verdiinnungsfaktor (10).

2.4.2 Proliferationsassay

2.4.2.1 Prinzip des Assays

Der Proliferationsassay ,Cell Proliferation ReageW¢ST-1“ (Roch&) stellt eine
colorimetrische Methode zur Quantifizierung lebendellen dar. WST-1 wird durch die
Enzyme Nikotinamidadenindinukleotid (NADH) oder Mitknamidadenindi-
nukleotidphosphat (NADPH), welche in metabolischivedn Zellen durch das Wirken von
Dehydrogenasen entstehen, bioreduziert. Die dureh Absorptionsmessung bestimmte
Quantitat des Reduktionsproduktes in Form optis€hehtewerte ist direkt proportional zur
Anzahl lebender Zellen der jeweiligen Probe.

Die Untersuchung der Proliferationsaktivitat deli@iefand unter Kultivierung der Zellen mit
serumfreiem Medium statt, um einen Einfluss der fBerum (FCS) enthaltenen
Wachstumsfaktoren und -hormone auszuschliel3en.

Es wurden hierbei je f0Zellen pro Well einer 96-Well-Gewebekulturplattasgeséat und
jedes Well mit serumfreiem Medium sowie 0,4 pl eiB® puM Insulinlésung auf insgesamt
200 ul aufgefullt. Die Zellen wurden dann fur 4&ihter den in Abschnitt 2.3.1 genannten
Bedingungen kultiviert, um sich an das serumfreisulinenthaltende Milieu zu adaptieren.
Anschlie3end erfolgte die Zugabe verschiedener Kotmationen von 3 Natriumhydroxid
(NaOH), Gefitinib oder Dimethylsulfoxid (DMSQO) ($ie unten). Nach erfolgter Inkubation

fur 48 h sowie 72 h wurden jeweils 20 ul des Peodifionsassay-Reagenz direkt in jedes Well
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pipettiert, die Proben Uber einen Zeitraum von #kubiert und die Absorption des
entstehenden Reduktionsproduktes bei einer Welligel&on 450 nm (Referenzwellenlange
650 nm) in einem Spektrophotometer (microplaterdagksmessen.

2.4.2.2 Dosis-Wirkungs-Analysen fiy T

In ersten Proliferationsassay-Experimenten wurdeé® Zdellen zunachst verschiedenen
Konzentrationen des Schilddrisenhormons; Tausgesetzt, um eine optimale
proliferationsfordernde Dosis zu eruieren. Die esgjzten Endkonzentrationen erstreckten
sich dabei von I6 M bis 10'* M. Es wurden hierzu bspw. jeweils 2 pl einef°1d Ts-
Losung pro Well pipettiert, welche im insgesamt &@@0 pl aufgefillten Well eine
Endkonzentration von 10M ergab. Als thyroidhormonfreie Kontrolle dienteediugabe von
jeweils 2 ul einer 0,1 M NaOH-LAsung zu den entspemden Wells. Es wurden jeweils

5-fach-Bestimmungen durchgefihrt.

2.4.2.3 Dosis-Wirkungs-Analysen fur Gefitinib

Ebenso erfolgten Untersuchungen der Wirkung vonti@if auf das Proliferationsverhalten
der HepG2-Zellen, indem die Zellen mit verschieae&efitinibkonzentrationen (1 puM,
3uM, 5 pM und 10 pM) inkubiert wurden. Hierzu wardpro Well 2 pl einer I M
Gefitiniblésung fur eine Endkonzentration von 10 |@®éfitinib, 2 pl einer 1:2 verdinnten
10° M Gefitiniblésung fiir eine Endkonzentration vonp® Gefitinib bzw. 1,2 ul der
verduinnten Gefitinibldsung plus 0,8 pl DMSO fir elBredkonzentration von 3 uM Gefitinib
oder 2 pl einer 16 M Gefitiniblosung fiir eine Endkonzentration vonpuM Gefitinib
hinzupipettiert. Als gefitinibfreie Kontrollen diggn entsprechende Wells, zu denen jeweils

2 ul DMSO pipettiert wurden. Es erfolgte jeweilaeb-fach-Bestimmung.

2.4.2.4 Proliferationsassays unter kombinierter Wygtion von & und Gefitinib

Nachdem sowohl fir sglrals auch fur Gefitinib ein entsprechender Dosiskhgsbereich
aufgezeigt wurde, konnten die HepG2-Zellen in folien Versuchen beiden Effektoren
zugleich ausgesetzt werden. Hierzu wurden ebenfalleils 10 Zellen pro Well einer
96-Well-Gewebekulturplatte ausgesat. Jedes Welldevunit serumfreiem Medium sowie
0,4 pl einer 50 uM Insulinlésung und 2 pl der etatien optimalen FDosis auf insgesamt
200 pl aufgefillt. Nach zwei Tagen, in denen didefeunter den genannten Bedingungen
(vgl. Abschnitt 2.3.1) kultiviert wurden, erfolgtie Zugabe von Gefitinib in den erwahnten

verschiedenen Konzentrationen, um zu untersuchenwjd weit ein Effekt von Gefitinib auf

30



Material und Methoden

die HepG2-Zellen besteht, die bereits unter demlisafdes Schilddrisenhormongstehen
bzw. ob sich durch sFEinfluss der ermittelte Dosis-Wirkungsbereich v@efitinib auf die
Zellen &ndert. Fur jede Gefitinibkonzentration weirdlabei eine 4-fach-Bestimmung
durchgefuhrt. Die Zellen wurden dann fur 48 h bZ& h inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Bestimmung der Proliferationsaktivitat (siehe oben)

Als mitgefuihrte Kontrollversuche dienten 96-Wellv@bekulturplatten, deren Wells
10" Zellen enthielten und analog auf 200 pl Endvolurbefiillt wurden, lediglich ohne den
Zusatz von §. Auch zu den Wells der Kontrollplatten wurden eneshend nach zwei Tagen
Inkubation die verschiedenen Gefitinibkonzentratio

nen hinzupipettiert. Nach erneut 48 h bzw. 72 hubdtion erfolgte die Bestimmung der
Proliferationsaktivitat (siehe oben).

2.4.3 Life-Dead-Assay

Um zu untersuchen, ob die HepG2-Zellen durch defiiss von Gefitinib in den jeweiligen
Konzentrationen in ihrer Vitalitat beeintrachtigic, wurden Life-Dead-Assays durchgefihrt.
Diese setzten sich im Wesentlichen aus zwei Komp@nezusammen, dem Calcein AM
(Azetoxymethylester) sowie dem Propidium-Jodid.c€al AM ist eine nicht-fluoreszierende
zellmembranpermeable Substanz. Wird Calcein AM ldumclebenden Zellen vorkommende
Esterasen intrazellular hydrolysiert, entsteht lb@seiner Anregung von 494 nm mit einem
Emissionsmaximum von 517 nm stark grin fluoresmi@eeCalcein. Zur Durchfihrung des
Life-Dead-Assays wurde ein Calcein AM-Propidium-dbReagenz nach folgendem Schema

jeweils kurz vor der Zugabe frisch hergestellt:

Tab. 3 Darstellung der Herstellung des Calcein AM-
Propidium-Jodid Reagenz

10 ml PBS

+ 20 pl 1,5 mM Propidium-Jodid
Vortexen

+ 5 ul 4 mM Calcein AM (in DMSO)

Vortexen

Das hierbei verwendete Propidium-Jodid ist nichiimeembranpermeabel und wird aufgrund

der zunehmenden Membrandysfunktion in tote Zellefigenommen. Propidium-Jodid
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interkaliert mit der DNA und fluoresziert rot beiner Anregung von 439 nm mit einem
Emissionsmaximum von 630 nm.

Auch bei den Life-Dead-Assays wurden 96-Well-Gewkeltterplatten verwendet, in deren
Wells ca. 5 x 1&Zellen ausgesat wurden. AnschlieRend wurden allés\Wit serumfreiem
Medium sowie 0,4 pl einer 50 uM Insulinlésung aasdEndvolumen von 200 ul pro Well
aufgefillt. Nach 48 h Inkubation der Zellen unteendgenannten Bedingungen (vgl.
Abschnitt 2.3.1), erfolgte pro Well die Zugabe v@gfitinib in den Dosierungen analog den
Proliferationsassay-Experimenten (vgl. Abschnitt4.2), sodass sich die jeweilige
Endkonzentration von 1 uM, 3 uM, 5 uM und 10 puM iGeib bzw. DMSO als gefitinibfreie
Kontrolle ergab. Die Zellen wurden anschlieBend @@ inkubiert. Zur Auswertung wurde
das Medium der zu messenden Wells abpipettiertdimdVells mit zunachst je 100 ul PBS
und direkt anschlieRend mit 100 ul des Calcein AMdpRlium-Jodid-Reagenz befillt. Nach
ca. 20 min Inkubation bei Raumtemperatur erfolgeeaptische Auswertung der Life-Dead-
Assays unter dem Fluoreszenzmikroskop durch Betsahndes prozentualen Anteils
lebender Zellen. Fur die beschriebenen Experiméarid jeweils eine 3-fach-Bestimmung

statt.

2.4.4 Statistik

Die erhaltenen Daten der Proliferationsaktivitat umeér Verringerung sowie der Life-Dead-
Assays wurden jeweils untereinander verglichengimdier Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test
angewendet wurde. Unterschiede wurden bei einemiswahrscheinlichkeit voR < 0,05

als signifikant akzeptiert. Zuséatzlich erfolgteragnische Darstellungen der Dosis-Wirkungs-
Beziehung unter Verwendung der nichtparametrisdRegressionsanalyse nach Boltzmann.
Angegeben wurde dabei das Bestimmtheitsma&R wWlches die Anpassungsgiite dieses

Regressionsmodells beschreibt.

32



Ergebnisse

3  Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Tierexperimente

3.1.1 Gewichtsentwicklung der Tiere

Die Tiere nahmen bis zur Gabe von Gefitinib 2,5 Menanach Schilddrisen-

follikeltransplantation um ca. 110 g (von ca. 15@ug 260 g) zu. Die Gabe von Gefitinib
storte die weitere Gewichtszunahme in den folger®l&nchen bis zum Toéten nicht. Es gab

keine signifikanten Unterschiede in den beidendrgopen mit bzw. ohne Gefitinibgabe.

Tab. 4 Gewichtsentwicklung thyreoidektomierter Rathach intraportaler Schilddriisenfollikeltranspddion
sowie mit bzw. ohne Gefitinibbehandlung. Gewichtibrpergewicht (in g) vor der Transplantation.
Gewicht ger Korpergewicht (in g) zum Zeitpunkt der erstmaligéefitinibgabe bzw. bei den Tieren
ohne Gefitinib zum entsprechenden Zeitpunkt 2,5n8e nach Transplantation. Gewichgt
Korpergewicht (in g) bei Totung. Quotient,dt: Gewichtsentwicklung Uber Zeitraurg bis tq.
Quotient gefty: Gewichtsentwicklung Uber Zeitraumhis tser. Quotient +,4/tcer. Gewichtsentwicklung
Uber Zeitraum dg bis to Angegeben sind die Mittelwerte + Standardfehles dVittelwertes.

TG = Tiergruppe.

Tiergruppe | Gewicht | Gewicht | Gewicht trod / 1o teet/ to trod/ teer

(jeweils to tef tTod

N = 15)
TG 1 149+4 | 260+ 15| 278+16|1,87+£0,12| 1,75+0,1 | 1,07 £0,02
ohne

Gefitinib
TG 2 152 +6 | 259+ 13| 270+ 15| 1,78+ 0,09( 1,70+ 0,08 | 1,04 =+ 0,02
mit

Gefitinib
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3.1.2 Histologische Untersuchungen und Beurteilungeder Gewebeschnitte
In den H&E-gefarbten Paraffinschnitten der Lebemnden sich die transplantierten
Schilddrusenfollikel in den kleinen Pfortaderastiem Portalfelder. Die Follikel sind nach der

Transplantation embolisiert und angewachsen (sMdndédungen 3, 4 und 5).

Abb. 3 Portal-embolisches Transplantationsmodekiz& von Prof. F. Dombrowski). Nach Injektion der
Schilddrusenfollikel in die Vena porta gelangensdienit dem Blutstrom in die Leber (entlang der
schwarzen Pfeile). Dort siedeln sie sich in dentdf@idern an und produzieren aufgrund der
hypothyreoten Stoffwechsellage der thyreoidektotaieRatten Schilddriisenhormone, wodurch in den
entsprechenden Abstromgebieten entlang der Lelérain lokaler Hormoniberschuss entsteht (siehe

rote Markierungen).

Es lagen keine entzindlichen Infiltrate im Bereddr angewachsenen Transplantate vor. In
den teilweise unterschiedlich grof3 ausfallenden tidbsgebieten der Transplantate,
entsprechend der Azinuszone 1 bis 3, zeigten seldpatozyten verandert: ihr Zytoplasma
wies ein amphophiles Farbemuster auf, d. h. eineNeimander basophiler (z. B. rauhes
endoplasmatisches Retikulum) und auch eosinoplifegeile (z. B. Mitochondrien) (siehe

Abbildung 4; Klotz, 2001; Dombrowskit al, 2000).
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a

Abb. 4 Amphophiles Farbemuster des Zytoplasmas von Hepaioz innerhalb eines Leberherdes.

Dargestellt sindSchilddrisenfollikeltransplantate in einem intradiégchen Pfortaderast eines Tieres
der Tiergruppe 1 (ohne Gefitinibgabe) mit umgelesend ebergewebe. H&E-Farbung mit amphophilem
Farbeverhalten des Zytoplasmas der verdnderten atblggen im Abstromgebiet des

Schilddrisentransplantates. b: Ausschnitt aus Baémeich des Leberherdes.

T: Schilddrusentransplantat; V: hepatische Venidage der unteren Bildkante: a: 870 um; b: 217 um

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

intrazellularen Glykogenverlust bedingte abgesclngicReaktion, wohingegen sich das

Kolloid der Schilddrisenfollikel PAS-positiv darBteWeiterhin zeigten die anderen Organe,

die nach der planmafdigen Totung der Tiere untetswainden, eine regulare Morphologie
ohne Nachweis von Schilddriisenfollikeltransplantate

Die beschriebenen charakteristischen VeranderungdrEigenschaften der Hepatozyten im

Abstromgebiet der Schilddriisenfollikeltransplantaeden sich bei beiden Tiergruppen (mit

bzw. ohne Gefitinibgabe) gleichermalRen (siehe Atisigen 5 und 6).
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C

d

Abb. 5 Schilddriisentransplantat in der Leber eifieses der Tiergruppe 1 (ohne Gefitinibgabe). Zhese

sind die Schilddriisenfollikeltransplantate in @néntrahepatischen Pfortaderast mit umgebendem
Lebergewebe und veranderten Hepatozyten entspréchiees Leberazinus. a, b: H&E-Farbung mit
amphophilem Aspekt des Zytoplasmas der verandertélepatozyten im  Abstromgebiet des
Schilddriisentransplantates. ¢, d: PAS-Reaktion afigeschwachter  Reaktion der verénderten
Hepatozyten durch intrazellularen Glykogenverlugereinzelt finden sich glykogenakkumulierende
Hepatozyten in den Leberherden. Das Kolloid dévil8drisenfollikel stellt sich PAS-positiv dar.

T: Schilddrisentransplantat; V: hepatische Vendage der unteren Bildkante: a, ¢: 1740 um;

b, d: 870 um.
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c d

Abb. 6 Schilddriisentransplantat in der Leber eifieses der Tiergruppe 2 (mit Gefitinibgabe). Zueselsind
die Schilddriusenfollikeltransplantate in einem rahepatischen Pfortaderast mit umgebendem
Lebergewebe und veranderten Hepatozyten entspréchiees Leberazinus. a, b: H&E-Farbung mit
amphophilem Aspekt des Zytoplasmas der verandertélepatozyten im  Abstromgebiet des
Schilddriisentransplantates. ¢, d: PAS-Reaktion afigeschwachter  Reaktion der verénderten
Hepatozyten durch intrazellularen Glykogenverlugereinzelt finden sich glykogenakkumulierende
Hepatozyten in den Leberherden. Das Kolloid dévil8drisenfollikel stellt sich PAS-positiv dar.
T: Schilddrisentransplantat; V: hepatische Vendage der unteren Bildkante: a, ¢: 1740 um;
b, d: 870 um.

3.1.3 Proliferation

Die mittels des BrdU-Labeling-Index ermittelte Riexationsaktivitat der Hepatozyten war
ohne Gefitinibgabe in den unter Schilddrisenhornmdlhess stehenden Leberherden im
Abstromgebiet der Transplantate viereinhalb mahasch wie im extrafokalen Lebergewebe
(Herde: 12,25% = 1,33%; Normalgewebe: 2,84% + 0)53Btrch die Gabe des EGF-
Rezeptorantagonisten Gefitinib nahm die Proliferagaktivitat im veranderten Lebergewebe
signifikant ab (Abnahme von 12,25% * 1,33% auf %69 1,07%) und unterschied sich nicht
mehr von der des extrafokalen Lebergewebes (Herdg69% + 1,07%;
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Normalgewebe: 6,61% + 1,63%). Das extrafokale Lgdsebe unterschied sich nicht
signifikant in seiner Proliferationsaktivitat zwksgn Tieren mit und ohne Gefitinibbehandlung
(ohne Gefitinib: 2,84% * 0,53%; mit Gefitinib: 6%1+ 1,63%) (siehe Tabelle 5 sowie
Abbildung 7).

Tab.5 Vergleich der Proliferationsaktivitat der bleeherde und des extrafokalen Lebergewebes bei
thyreoidektomierten Ratten nach intraportaler Bdhiisenfollikeltransplantation sowie mit bzw. ohne
Gefitinibbehandlung. Angegeben sind die ermittelta8rdU-LIs (in %) nach 1-wéchiger
Dauerapplikation von BrdU als Mal} fiir die Prolifeonsaktivitat der Hepatozyten. Herde: Anteil der
BrdU-positiven Hepatozytenzellkerne aller Lebedaervon drei Leberschnitten eines Tieres.
Extrafokal: Anteil der BrdU-positiven Hepatozytefikerne von jeweils 2000 gezahlten Hepatozyten
im unveranderten, normalen Lebergewebe des lihkberlappens des entsprechenden Tieres.

MW: Mittelwert. SEM: Standardfehler des Mittelwest *: Wilcoxon-Mann-Whitney-U-Test;
ungepaart; statistisch als signifikant akzeptistterte P < 0,05) sind rot hervorgehoben Wilcoxon-
Mann-Whitney-U-Test; gepaart; statistisch als ikgnt akzeptierte Werte { < 0,05) sind rot
hervorgehoberf: Vergleich der BrdU-LIs der Herde der Tiergrupperd 2.”; Vergleich der BrdU-LlIs
der extrafokalen Normalgewebe der Tiergruppe 1 2iridVergleich der BrdU-LIs der Herde mit dem
extrafokalen Normalgewebe der Tiergruppe “1Vergleich der BrdU-Lls der Herde mit dem

extrafokalen Normalgewebe der Tiergruppe 2.

BrdU-LI (in %)
Tiergruppe 1 Tiergruppe 2
(ohne Gefitinib) (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 15 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
Test' 0,02 0,06’
Test 0,0002 0,33
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c d

Abb. 7 Darstellung der BrdU-Immunhistochemie. aBbdU-Immunhistochemie eines Tieres der Tiergruppe
(ohne Gefitinibgabe). Im Vergleich zum umgebendebergewebe grol3erer Anteil BrdU-markierter
Hepatozytenzellkerne im unter Einfluss von Schildénhormonen stehenden Leberherd (basophileres
Zytoplasma als extrafokal). ¢, d: BrdU-Immunhistemie eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit
Gefitinibgabe). Nach zweiwdchiger Gefitinibgabelgerieren die Hepatozyten in dem unter Einfluss
von Schilddrisenhormonen stehenden Leberherd fghdsces Zytoplasma) weniger stark als ohne
Gefitinibgabe (a und b). a - d: Das Follikelepitdes Schilddrisentransplantates proliferiert ediésnf
AuRRer den Hepatozyten proliferieren auch Mesend®jlen. T: Schilddrisentransplantat;

V: hepatische Venule. Lange der unteren Bildkaate: 1740 um; b, d: 870 pum.

3.1.4 EGF-R-und TGF -Expression
Bei allen untersuchten Tieren beider Tiergruppennke sowohl eine EGF-R-, als auch eine
TGF -Expression nachgewiesen werden.
Der EGF-Rezeptor war bei beiden Tiergruppen anZgewplasmamembran der veranderten
Hepatozyten etwas starker nachweisbar, als im fekken Lebergewebe (siehe
Abbildungen 8 und 9). Es fand sich kein Unterschugdschen den Behandlungsgruppen,
wobei es innerhalb der Gruppen Varianten in dem umimstochemischen Expressionslevel
gab.
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c d

Abb. 8 Darstellung der verstarkten membrantésen BRAB¢pression der Hepatozyten innerhalb eines
Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normalkipetgewebe eines Tieres der Tiergruppe 1
(ohne Gefitinibgabe). c: Ausschnitt aus Leberhats a bzw. b. d: Ausschnitt aus extrafokalem

Lebergewebe aus a bzw. b. T: Schilddrisentrantgtlart hepatische Venule.
Lénge der unteren Bildkante: a: 1740 um; b: 870 gyrd: 217 pm.
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c d
Abb. 9 Darstellung der verstarkten membrantsen BRG@B¢pression der Hepatozyten innerhalb eines
Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normaddretgewebe eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit

Gefitinibgabe). c¢: Ausschnitt aus Leberherd ausza. b. In der linken Bildhalfte ist ein Teil des
Schilddriisentransplantates zu sehen. d: Ausscustextrafokalem Lebergewebe aus a bzw. b.

T: Schilddrusentransplantat; V: hepatische Venule.
Lénge der unteren Bildkante: a: 1740 um; b: 870 gyrd: 217 pm.

Bei der Analyse der TGFExpression zeigte sich, dass in beiden Tiergruppes

Zytoplasma der Hepatozyten der Leberherde im Vmiglezu den Hepatozyten des
extrafokalen Lebergewebes eine schwachere TB¥pression aufwies (siehe
Abbildungen 10 und 11). Es konnte kein Untersclzmtchen den beiden Gruppen bzgl. der

TGF -Expression festgestellt werden.
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Abb. 10 Darstellung der verminderten zytoplasmatsc TGF -Expression der Hepatozyten innerhalb eines
Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normalkdpetgewebe eines Tieres der Tiergruppe 1
(ohne Gefitinibgabe). Vereinzelt sind Mesenchyherell GF -positiv. c: Ausschnitt aus Leberherd aus
a bzw. b. In der rechten Bildhalfte ist ein TedsdSchilddriisentransplantates zu sehen. d: Augschni
aus extrafokalem Lebergewebe aus a bzw. b. Tidstlisentransplantat; V: hepatische Venule.

Lange der unteren Bildkante: a: 1740 um; b: 870 ¢ird: 217 pm.
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Abb. 11 Darstellung der verminderten zytoplasmatsc TGF -Expression der Hepatozyten innerhalb eines
Leberherdes im Vergleich zum umgebenden normaddetgewebe eines Tieres der Tiergruppe 2 (mit
Gefitinibgabe). Vereinzelt sind MesenchymzellenFT @ositiv. ¢: Ausschnitt aus Leberherd aus a bzw.
b. In der linken Bildhalfte ist ein Teil des Sddtisentransplantates zu sehen. d: Ausschnitt aus
extrafokalem Lebergewebe aus a bzw. b. T: Schilhtransplantat; V: hepatische Venule.

Lénge der unteren Bildkante: a: 1740 um; b: 870 gyrd: 217 pm.
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3.2 Ergebnisse der Zellkulturexperimente

3.2.1 Bestimmung der optimalen proliferationsférdernden Dosis von |

auf HepG2-Zellen
Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens depGR-Zellen unter dem Einfluss des
Schilddrisenhormons ;Tund zur Bestimmung der optimalen proliferationd&nden
T3-Dosis wurden Proliferationsassays durchgefuhrt. (&gschnitt 2.4.2.2; siehe Abbildung

12). Dabei erfolgte je eingesetzter Konzentratioe &-fach-Bestimmung.

—&— Experiment 1 nach 48 h
—a&— Experiment 2 nach 48 h
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Abb. 12 Einfluss verschiedeneg-Konzentrationen auf die Proliferation von HepG2l&te fiir 48h. Die Zellen
wurden in serumfreiem Medium unter den in Absdhfi#t.2 genannten Bedingungen sowie unter
Einfluss der angegebenens-Konzentrationen kultiviert. Als thyroidhormonfreiontrolle (0 auf
Abszissenachse) wurde definierten Wells NaOH-Lgsbhmzupipettiert. Die Messung erfolgte Uber
einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe desll Proliferation Reagent WST-12 unabhangige
Experimente; angegeben sind Mittelwerte + Staratasgichung von jeweils 5 Replikaten;

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

Nach zwei Tagen unter dem Einfluss verschiedepdfohzentrationen zeigten die HepG2-

Zellen im Experiment 1 eine optimale Proliferatibei einer F-Konzentration von 18 M
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sowie von 10" M. Diese war gegeniiber der Kontrolle, d. h. detlefieohne T-Einfluss
(O auf Abszissenachse in Abbildung), signifikanhd@t @ < 0,05). Anhand des zweiten
Experimentes liel3 sich ebenfalls erkennen, dasZellen die starkste Proliferation bei einer
Ts-Endkonzentration von 10M aufwiesen, welche jedoch statistisch nicht digant war.
Weiterhin wurden analoge Proliferationsassays digfithrt, bei denen die HepG2-Zellen fur
insgesamt 72 h den verschiedenen-Kdnzentrationen ausgesetzt waren (siehe
Abbildung 13). Hierbei stellte sich dar, dass dielléh in Experiment 1 bei einer
Ts-Konzentration von 1M sowie bei 13° M eine gegeniiber der Kontrolle signifikant
erhohte Proliferation zeigterP (< 0,05). Im Experiment 2 war zu beobachten, dass ei
optimale proliferationsférdernde Dosis vog ei einer Konzentration von 20V vorhanden
war, welche sich als statistisch signifikant hesteitte P < 0,05).

—&— Experiment 1 nach 72 h
—aA— Experiment 2 nach 72 h
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Abb. 13 Einfluss verschiedeneg-Konzentrationen auf die Proliferation von HepG2l&te fiir 72h. Die Zellen
wurden in serumfreiem Medium unter den in AbsdhBi#.2 genannten Bedingungen sowie unter
Einfluss der angegebenens-Konzentrationen kultiviert. Als thyroidhormonfreiontrolle (0 auf
Abszissenachse) wurde definierten Wells NaOH-Lgsbhmzupipettiert. Die Messung erfolgte Uber
einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe desll Proliferation Reagent WST-{2 unabhangige
Experimente; angegeben sind Mittelwerte + Staratasgichung von jeweils 5 Replikaten;

*. P < 0,05 vs. Kontrolle).
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Anhand der durchgefuihrten Proliferationsassays tesowohl fir 48 h als auch fur 72 h
Ts-Einfluss eine optimale die Proliferation der HepZ&len fordernde 3-Konzentration von
10° M ermittelt werden, welche wesentlich fiir nachfoige Experimente war und dort
weitere Verwendung fand.

3.2.2 Bestimmung des Einflusses von Gefitinib aufie Proliferation der HepG2-Zellen
Die Untersuchung des Einflusses des Tyrosinkinagaiors Gefitinib auf die Proliferation
der verwendeten HepG2-Zellen fand ebenfalls i.ilgreDosis-Wirkungs-Analyse statt (vgl.
Abschnitt 2.4.2.3; siehe Abbildung 14). Die Expezinte fanden jeweils als 5-fach-
Bestimmung statt.
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—a&— Experiment 2 nach 48 h
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Abb. 14 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentmagin auf die Proliferation von HepG2-Zellen fiir 48e
Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den liséhnitt 2.4.2 genannten Bedingungen kultiviert
und den angegebenen Gefitinibkonzentrationen aetgle DMSO diente dabei als gefitinibfreie
Kontrolle (0 auf Abszissenachse). Die Messunglgtdoliber einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des
Cell Proliferation Reagent WST-12 unabhéngige Experimente; angegeben sind Muidéw +
Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten; §stiBentheitsmal fiir Experiment 1:*#9788;

#: BestimmtheitsmaR fir Experiment 2°=R,9832; * P < 0,05 vs. Kontrolle; ***: P < 0,00ds.
Kontrolle).
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Gefitinib bewirkte nach 48 h eine deutliche Reduktder Proliferation der HepG2-Zellen,
wobei eine klare Dosisabhéngigkeit beobachtet weldmnte (Experiment 1: °R0,9788;
Experiment 2: B=0,9832; Regressionsanalyse nach Boltzman).

Weiterhin wurden Proliferationsassays durchgefiibei, denen sich die HepG2-Zellen flr
einen Zeitraum von 72 h unter dem Einfluss von @i befanden. Auch bei diesen
Experimenten konnte ein deutlicher dosisabhangkfekt des Gefitinibs nachgewiesen
werden (Experiment 1: ®R0,9881; Experiment: £0,9818; Regressionsanalyse nach
Boltzman), wobei eine gegenuber der Kontrolle (OF @bszissenachse) signifikante
Verringerung der Proliferation bereits ab einer Kemiration von 3 uM Gefitinib eintrat
(P < 0,05) (siehe Abbildung 15).

—&— Experiment 1 nach 72 h
—a&— Experiment 2 nach 72 h
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Abb. 15 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentmagéin auf die Proliferation von HepG2-Zellen flr 72h

Die Zellen wurden in serumfreiem Medium unter denAbschnitt 2.4.2 genannten Bedingungen
kultiviert und den angegebenen Gefitinibkonzenbragn ausgesetzt. Als gefitinibfreie Kontrolle (@ au
Abszissenachse) wurde definierten Wells DMSO hiigftiert. Die Messung erfolgte Uber einen
Zeitraum von 4 h nach Zugabe désll Proliferation Reagent WST+R unabhangige Experimente;
angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichungjeerils 5 Replikaten; §: Bestimmtheitsmald fr
Experiment 1: B=0,9881; #: BestimmtheitsmaR fiir Experiment 2:(R9818; *: P < 0,05 vs. Kontrolle
**: P < 0,01 vs. Kontrolle).
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3.2.3 Untersuchung des Einflusses der kombinierteApplikation von Gefitinib und T 3
auf das Proliferationsverhalten der HepG2-Zellen
Nachdem anhand der durchgefuhrten Dosis-Wirkungsh&sen erkannt werden konnte, dass
die HepG2-Zellen sowohl nach zwei, als auch naeh @agen bei einer z;FKonzentration
von 10° M die starkste Proliferation zeigten, wurde digséonzentration fiir die folgenden
Experimente verwendet. Dabei wurde untersucht, sich das Proliferationsverhalten der
HepG2-Zellen darstellt, wenn sie unter dem Einfss sowohl T als auch Gefitinib stehen
(vgl. Abschnitt 2.4.2.4). Die Versuche wurden jeweials 4-fach-Bestimmungen
durchgefuhrt.

—@— E xperiment 1 nach 48 h
—a&e— E xperiment 2 nach 48 h
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Abb. 16 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentraéin auf die Proliferation von unteg-$timulus stehenden
HepG2-Zellen fur 48h. Die Zellen wurden in serusgm Medium plus 3 der Endkonzentration
10° M unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingumfijir 2 Tage kultiviert. AnschlieRend erfolgte
der Zusatz von Gefitinib entsprechend der angewmbeEndkonzentrationen. Als gefitinibfreie
Kontrolle (0 auf Abszissenachse) wurde definieléglls DMSO hinzupipettiert. Die Messung erfolgte
Uber einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe @e#i Proliferation Reagent WST-B unabhangige
Experimente; angegeben sind Mittelwerte + Staratasgichung von jeweils 4 Replikaten;

§: BestimmtheitsmaR fiir Experiment =R,9995; #: BestimmtheitsmaR fiir Experiment 2:(R9999;
$: BestimmtheitsmaR fir Experiment 3°=R,9952; *: P < 0,05 vs. Kontrolle; **: P <0,01.vs
Kontrolle).

Es konnte bei den durchgefiihrten Experimenten A8dihgesehen werden, dass die unter der

optimalen proliferationsférderndens-Konzentration von 18 M stehenden HepG2-Zellen
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mit steigenden Gefitinibkonzentrationen eine gegeniier Kontrolle (0 auf Abszissenachse)
geringere Proliferation aufwiesen (siehe Abbilduh§). Hierbei konnten in zwei der
durchgefihrten Experimente signifikante Effekteeitsrab einer Gefitinibkonzentration von
3 MM festgestellt werden.Die Gefitinibdosis-abhangige Beziehung konnte rstte
Regressionsanalyse bestétigt werden (Experimef40,9995; Experiment 2: R0,9999,
Experiment 3: B=0,9952; Regressionsanalyse nach Boltzman).

Zur Kontrolle der Wirksamkeit von Gefitinib im Ralem dieser Versuche wurden

Proliferationsassays i. S. von Kontrollexperimenteitgefihrt, wie im Abschnitt 2.4.2.4
beschrieben.
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Abb. 17 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentragin auf die Proliferation von HepG2-Zellen fur 48he
Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den inséfmitt 2.4.2 genannten Bedingungen sowie
Einfluss der angegebenen Gefitinibkonzentrationaliivkert. DMSO diente dabei als gefitinibfreie
Kontrolle (0 auf Abszissenachse). Die Messung gtéoliber einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe des
Cell Proliferation Reagent WST-12 unabhéngige Experimente; angegeben sind Muidéw +
Standardabweichung von jeweils 5 Replikaten; §tiBestheitsmal fiir Experiment 1%£0,7066;

#: BestimmtheitsmaR fir Experiment 2°=8,9831; **: P < 0,01 vs. Kontrolle; ***: P < 0,004s.
Kontrolle).

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

konnte in beiden Experimenten erkannt werden, daBs Zellen bei einer
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Gefitinibkonzentrationen von 10 pM die geringste olReration aufwiesen (siehe
Abbildung 17).

Die Analyse des Proliferationsverhaltens der He@8lken unter dem Einfluss vorngTn der
optimalen proliferationsférdernden Konzentratiomvi0® M in Kombination mit Gefitinib
fand ebenfalls nach 72 h statt (siehe Abbildung 18)

—@— Experiment 1 nach 72 h
—a&— Experiment 2 nach 72 h
120 — —&@—Experiment 3 nach 72 h
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Abb. 18 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentraéin auf die Proliferation von unteg-$timulus stehenden
HepG2-Zellen fur 72h. Die Zellen wurden in serusigm Medium plus 3 der Endkonzentration
10° M unter den in Abschnitt 2.4.2 genannten Bedingumfiir 2 Tage kultiviert. AnschlieBend erfolgte
der Zusatz von Gefitinib entsprechend der angeymbeEndkonzentrationen. Als gefitinibfreie
Kontrolle (0 auf Abszissenachse) wurde definieléells DMSO hinzupipettiert. Die Messung erfolgte
Uber einen Zeitraum von 4 h nach Zugabe @ed Proliferation Reagent WST-B unabhéngige
Experimente; angegeben sind Mittelwerte + Staratasgichung von jeweils 4 Replikaten;

§: BestimmtheitsmaR fiir Experiment =R,9973; #: BestimmtheitsmaR fiir Experiment 2=(R9994;
$: BestimmtheitsmaR fir Experiment 3°=R,9979; *: P < 0,05 vs. Kontrolle; **: P <0,01.vs
Kontrolle; ***: P < 0,001 vs. Kontrolle).

Auch nach 72 h Inkubation zeigten die HepG2-Zeligne mit zunehmender Gefitinib-
konzentration sinkende Proliferation, wobei sidw@fite Effekte bereits ab einer
Gefitinibkonzentration von 3 pM eintraten. Die dgszdhangige Beziehung konnte mittels
Regressionsanalyse bestéatigt werden (ExperimeR?40,9973; Experiment 2: R0,9994;
Experiment 3: B=0,9979; Regressionsanalyse nach Boltzman). Im altei Experimenten
fand sich bei 10 uM Gefitinib die geringste Praigton.
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Die im Rahmen dieser Versuche mitgefuhrten Gehtiontrollexperimente nach 72 h liel3en
erkennen, dass analog zu den Ergebnissen der Dtdiangs-Analysen bzgl. Gefitinib nach
72 h die HepG2-Zellen einem dosisabhéngigen Efiekerlagen (Experiment 1:%R0,9876;
Experiment 2: R=0,999; Regressionsanalyse nach Boltzman). Die kst&r
Proliferationsverringerung wurde dabei bei einefti@dkonzentration von 10 uM erreicht
(P < 0,001), wobei signifikante Effekte bereits bgild auftraten (siehe Abbildung 19).
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Abb. 19 Einfluss verschiedener Gefitinibkonzentmagin auf die Proliferation von HepG2-Zellen fiir 7EZhe
Zellen wurden in serumfreiem Medium unter den ibséhnitt 2.4.2 genannten Bedingungen sowie
Einfluss der angegebenen Gefitinibkonzentratioheaitiviert. Als gefitinibfreie Kontrolle (0 auf
Abszissenachse) wurde entsprechenden Wells DM8gupipettiert. Die Messung erfolgte Uiber einen
Zeitraum von 4 h nach Zugabe desll Proliferation Reagent WST{R unabhangige Experimente;
angegeben sind Mittelwerte + Standardabweichumgjeweils 3 Replikaten; §: Bestimmtheitsmalf3 fur
Experiment 1: B=0,9876; #: Bestimmtheitsmaf fiir Experiment 2:R999; *: P < 0,05 vs. Kontrolle;
**: P < 0,001 vs. Kontrolle).
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3.2.4 Verminderung der Proliferationsaktivitéat der HepG2-Zellen durch Gefitinib in
An- bzw. Abwesenheit von §

Die Ergebnisse zeigten, dass bei gleichzeitigenfilss von Gefitinib und 3 gegenuber der
gefitinibfreien Kontrolle im Mittel eine Verringergnder Proliferationsaktivitat von 59,8% zu
verzeichnen war. Demgegeniber ergaben die entgmédeh Proliferationsassays der Zellen
ohne E-Einfluss im Mittel eine Verringerung der Proliféiansaktivitat von 46,9% bei der
Konzentration von 10 puM Gefitinib im Vergleich zwgefitinibfreien Kontrolle. Dieser
Unterschied in der Verringerung der Proliferatidkisatat erwies sich als statistisch

signifikant (siehe Tabelle 6).

Tab. 6 Vergleich der prozentualen Verringerung @eoliferationsaktivitdit der HepG2-Zellen unter den
angegebenen Gefitinibkonzentrationen jeweils mdgroohne 3-Einfluss gegeniiber der gefitinibfreien
Kontrolle. Dargestellt sind die gemittelten prozeten Werte fur die 48 h-Experimente. Dabei liegen
dem Versuch Uber 48 h Inkubation mit Gefitinib ehf-Einfluss 2 unabhéngige Experimente mit
jeweils 5 Replikaten zugrunde, dem Versuch (iber M8&efitinib- und B-Einfluss (10° M)

3 unabhéangige Experimente mit jeweils 4 ReplikatenP < 0,01. Vgl. auch Abb. 14 und 16.

Experimente fiir 48 h
Gefitinibdosis ohne T; mit T3 (10° M)
10 uM 46,9%** 59,8%**

Der Einfluss von Gefitinib auf HepG2-Zellen, dieréigs unter Stimulation von sTin der
Konzentration von 18 M stehen, wurde weiterhin fiir den Zeitraum von 7 2ntersucht.
Hierbei wurde die Proliferationsaktivitat im Mittam 25,9% bei 3 uM, um 41,4% bei 5 uM
und 67,1% bei der Konzentration von 10 uM verrihgere entsprechenden Werte der Dosis-
Wirkungs-Analysen flr Gefitinib ohnesEinfluss nach 72 h waren 15,6% bei 3 uM, 21,9%
bei 5 uM und 40% bei der Gefitinibkonzentration vb@ pM. Somit konnte nach 72 h
gesehen werden, dass es nach drei Tagen InkubdaonZellen Gefitinib auch ohne
gleichzeitige Anwesenheit von zTbereits ab einer Dosis von 3 UM gegenuber der
gefitinibfreien Kontrolle zu einer signifikanten ¥agerung der Proliferation kommt und
dieser Effekt verstarkt wird, wenn die Zellen gleeitig T; in der Dosis von 18 M

ausgesetzt sind (siehe Tabelle 7).
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Tab. 7 Vergleich der prozentualen Verringerung @eoliferationsaktivitdit der HepG2-Zellen unter den
angegebenen Gefitinibkonzentrationen jeweils mdéroohne I-Einfluss gegenliber der gefitinibfreien
Kontrolle. Dargestellt sind die gemittelten prozeden Werte fur die 72 h-Experimente. Dabei liegen
dem Versuch tber 72 h Inkubation mit Gefitinib ehf-Einfluss 2 unabhéangige Experimente mit
jeweils 5 Replikaten zugrunde, dem Versuch iiber i7&efitinib- und E-Einfluss (10 M)

3 unabhéngige Experimente mit jeweils 4 Replikater® < 0,05; **: P < 0,01; ***: P < 0,001. Vgl.
auch Abb. 15 und 18.

Experimente fir 72 h
Gefitinibdosis ohne T; mit T3 (10° M)
3 uM 15,6%* 25,9%*
5 pM 21,90%6%+* 41,4%***
10 pM 40%** 67,1%**

3.2.5 Life-Dead-Assay

Zur Beantwortung der Frage, ob die in den Proliffersassays beobachtete
Proliferationsverminderung der HepG2-Zellen bei elagesetzten Gefitinibendkonzentration
von 10 pM evtl. das Resultat einer Toxizitatswirgudes Gefitinibs war und die Zellen
dadurch in ihrer Vitalitat beeintrdchtigt waren, aden Life-Dead-Assays durchgefihrt
(vgl. Abschnitt 2.4.3).

Die Auswertung dieser Experimente zeigte, dassAmeeil der Zellen, die in ihrer Vitalitat
beeintrachtigt waren, sowohl bei 10 uM Gefitinils auch bei allen anderen eingesetzten
Gefitinibkonzentrationen im Mittel ca. 20% (+ Standabweichung von 3,1%) betrug und
sich statistisch nicht signifikant von der Konteolunterschied. Von einem zytotoxischen
Effekt, insbesondere bei der hochsten verwendetditifi@bkonzentration von 10 uM, 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 Schildriisenfollikeln

Grundvoraussetzung fur das Anwachsen der in dieiLgbnsplantierten Schilddriusenfollikel
ist eine manifeste Hypothyreose, die durch vorheegde Thyreoidektomie ausgeldst wurde.
Dadurch wurde erreicht, dass die Tiere peripherdrige Konzentrationen an
Schilddrisenhomonen besalRen, wodurch die Trangpdargufgrund von hypophysaren
Regelkreisen in ihrem Wachstum und letztlich auchihrer Hormonsynthese stimuliert
wurden.

Das den Experimenten dieser Arbeit zugrunde liegeRdezip der portal-embolischen
Transplantation konnte bereits durch die eigene ifstpeippe etabliert und an verschiedenen
Modellen, z. B. der intraportalen Transplantation ®ankreasinseln in die Leber diabetischer
Ratten oder auch der Transplantation von Ovarfragemein die Leber zuvor ovarektomierter
Ratten, angewendet werden (Ribbaakal, 2013; Dombrowskiet al, 2006, 2000, 1997,
1996, 1995, 1994; Klotz, 2001).

Die hier transplantierten Schilddrisenfollikel s#dn sich in der Folge in den
intrahepatischen Pfortaderésten an und enthielt#loild, welches sich in der PAS-Reaktion
positiv darstellte. In Ubereinstimmung mit den Evigpenten und Daten der eigenen
Arbeitsgruppe konnte gesehen und bestatigt werdigss sich die entstehenden Leberherde
bzgl. ihrer Lokalisation auf die Leberazinusstrukturbeschranken, die im unmittelbaren
Abstromgebiet des jeweiligen Transplantates liegésg entsprechend den Azinuszonen 1 bis
3. In immunhistochemischen Farbungen kommt diesekir deutlich zur Darstellung
(Dombrowskiet al., 2000, 1994; Klotz, 2001, siehe Abbildungen 3 Hidieser Arbeit).

Im Vergleich mit den portal-embolischen Transpléoteen von Ovarfragmenten in die Leber
zuvor ovarektomierter Ratten konnte bereits besben werden, dass die
Schilddrisentransplantate empfindlicher waren umceinem geringeren Prozentsatz in der
Leber anwuchsen. Als mdogliche Ursachen wurden eiohte Fragilitatt des
Schilddrisengewebes bei dessen mechanischer Zenklag direkt vor der Transplantation,
eine erhohte Empfindlichkeit der Schilddriisentrdasiate gegenuber der hervorgerufenen
Ischamie waéhrend des Transplantationsvorganges esowine gegeniber den
Ovartransplantaten unterschiedliche Reaktion atdpeechende intrahepatische Milieus, wie
z. B. die unterschiedlichen Blutgas- und Nahrselftgte im Pfortaderstromgebiet gegenuber
dem arteriellen Stromgebiet, genannt (Klotz, 2008tsachlich traten auch bei den dieser
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Arbeit zugrunde liegenden Transplantationen inshése zu Beginn der Experimente
vereinzelte Falle auf, bei denen die spater enhaltdebergewebe kaum bzw. nur vereinzelt
Schilddrusenfollikeltransplantate enthielten. Démflass einer variierenden Qualitat bei der
mechanischen Zerkleinerung des Schilddrisengewateseines konstanten pH-Wertes der
verwendeten Losungen konnte dadurch unter andereanré und modifiziert werden. Somit

konnten die bereits beschriebenen Eigenschaftersdedddrisengewebes hinsichtlich ihrer
Fragilitat bestéatigt werden. Weiterhin bleibt zu tdmen, dass die experimentellen
Bedingungen z. B. bzgl. der eingesetzten Losungker der eingehaltenen Ischamiezeiten
wahrend der Transplantation gerade auch bei derschbn empfindlicher reagierenden

Schilddrisengeweben eine bedeutsame Rolle einnehmen

4.1.2 Einfluss der Schilddrisenhormone auf die Prdkeration der Hepatozyten im
Rahmen der Hepatokarzinogenese
Bei den hier vorgelegten Untersuchungen fand sioh signifikante Proliferationssteigerung
der Hepatozyten unter dem Einfluss von Schilddriisemonen, sowohh vivo als auch
in vitro, im Einklang mit der Literatur (Gnocchet al, 2012; Gnoniet al, 2012;
Kowalik et al, 2010; Bohning, 2009; Puzianowska-Kuzniakaal, 2006; Piribiet al, 2001;
Dombrowski et al, 2000; Ledda-Columbanet al, 2000, 1999; Shorét al, 1980). Das
Proliferationsverhalten der Mesenchymzellen derekgbewebe wurde im Rahmen dieser
Arbeit nicht untersucht. Trotz dieser nachweislicmitogenen Wirkung des
SchilddrisenhormonssTauf Hepatozyten entstehen zwar die charakteristis@mphophil-
zelligen Leberherde, jedoch sind Lebertumoren, mepatozellulare Adenome und
Karzinome bei den im Rahmen dieser Arbeit untergrchiTieren nach einem
Versuchszeitraum von drei Monaten nicht entstantfebereits erfolgten Langzeitversuchen
von bis zu zwei Jahren Beobachtungsdauer nachd8chdenfollikeltransplantation in die
Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten entwickeltsich zudem nur sehr wenige
hepatozellulare Adenome oder Karzinome (Ribketckl, 2013), die auch spontan entstanden
sein kénnen.m Gegensatz hierzu konnten durch Verwendung vonkifeasinseln bzw.
Ovarfragmenten im Rahmen des portal-embolischensptantationsmodells hepatozellulare
Tumoren induziert werden (Ribbaek al, 2013; Dombrowsket al, 2006, 1997, 1996, 1995,
1994; Klotz, 2001). Der Schilddrisenhormoneinflseheint daher fur Hepatozyten trotz
Hervorrufen einer Hyperproliferation und Entstehusngphophilzelliger Herde nur gering
tumorigen zu wirken. Eine mdgliche Erklarung konnte.B. die unter

Schilddrisenhormoneinfluss auf HepG2-Zellen naclggene Steigerung von oxidativem
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Stress mit einem darauf folgenden Anstieg antioxidairkender Enzyme, sogenannter
Peroxiredoxine (Prx), sein (Bo6hning, 2009), welcher mutmalllich einen potentiell
tumorsupprimierenden Einfluss ausiben, der in déiegenden Arbeit nicht weitergehend
untersucht wurde. Weiterhin ist die unterschiedlattivierte TGF-EGF-R-Signalkaskade

von wesentlicher Bedeutung, wie im Folgenden beésicln wird.

4.1.3 TGF -EGF-R-Signalkaskade und Effekt des Tyrosinkinaseihibitors Gefitinib
Wahrend bei den Transplantationsexperimenten nmkiasinseln und Ovarfragmenten eine
Uberexpression des Wachstumsfaktors TGR den entstandenen Leberherden sowie
hepatozellularen Adenomen und Karzinomen nachgewiegerden konnte (Ribbaek al,
2013; Dombrowskiet al, 2000, 1997), ist dies nach erfolgter Schilddrimi&kel-
transplantation nicht der Fall. Zwar konnte beemalHepatozyten eine Expression von TGF
nachgewiesen werden, es lies sich jedoch feststelbess die Hepatozyten der Leberherde im
Vergleich zu denjenigen des die Leberherde umgedrendarenchyms eine geringere
Expression aufwiesen. Die zweiwdchige Behandlung fefitinib fuhrte zu keiner
Abanderung der TGFExpression. Auch in Zellkulturexperimenten eingre@en Arbeit an
HepG2-Zellen konnte festgestellt werden, dass teigenden 3-Konzentrationen der TGF
MRNA- (Messenger-RNA-) Gehalt der Zellen deutli@mnaindert wurde (B6hning, 2009).
Hieraus ist ersichtlich, dass keine TGBberexpression am Zustandekommen der durch
Schilddrisenhormone bedingten hepatozellularen ndendungen in diesem Tiermodell
besteht. Ob die Expressionsverminderung eine Baedgwn dem Proliferationsverhalten hat,
ist unklar. Ein moglicher Zusammenhang kann dagstéhen, dass diverse Tumorentitaten
mit einer gesteigerten TGHExpression assoziiert sind, u. a. hepatozellukagzinome
(Troiani et al, 2013; Berasairet al, 2009; Ogawa, K., 2009; Ciardiellet al, 2001;
Hufnaglet al, 2001; Joet al, 2000; Dragaret al, 1995; Kaufmanret al, 1992). In den
dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimenten jedentstanden durch sEinfluss
amphophilzellige Leberherde, die eine verminder@FT-Expression aufzeigten und aus
denen sich innerhalb von drei Monaten keine Tumergwickelten, sodass es vorstellbar ist,
dass durch diese Expressionsverminderung ein  peltent fortschreitendes
Proliferationsverhalten hinsichtlich einer Tumongse ausbleibt. Im Umkehrschluss kann
der Einfluss von TGF bei der Tumorentstehung der Pankreas- und
Ovartransplantationsmodelle wesentlich sein. Laitgzesuche der eigenen Arbeitsgruppe,
die sich Uber einen Zeitraum von bis zu zwei Jalmash Schilddrisenfollikeltransplantation

in die Leber zuvor thyreoidektomierter Ratten exstten, konnten zwar zeigen, dass auch im

56



Diskussion

Rahmen dieses Transplantationsmodells hepatozelldiamoren entstehen. Diese kbnnen
allerdings unter Anbetracht des Zeitraumes auchtapaentstanden sein. Weiterhin liel3 sich
in den entsprechenden Hepatozyten weder TGHoch EGF-R nachweisen
(Ribbacket al, 2013).

In den Experimenten dieser Arbeit konnte bezigtiels EGF-R gezeigt werden, dass bei
allen Hepatozyten eine Expression nachweisbar ®&@r.den Hepatozyten der Leberherde
war diese im Vergleich zu denjenigen des extrafakdlebergewebes etwas starker. Bereits
in der Literatur konnte beschrieben werden, dasshdiinfluss von Thyroidhormonen eine
Steigerung der EGF-R-Expression erfolgen kann @fishal, 1990; Mukku, V. R., 1984).
Ahnlich wie bei der TGF-Expression konnte weiterhin bei der EGF-R-Expamssiler
Hepatozyten kein signifikanter Unterschied zwisckden beiden Tiergruppen meiner Arbeit
festgestellt werden.

Der EGF-R, Uber den z. B. auch in der Nagerlelégf on Hepatozyten aufgenommen wird
(Fisher et al, 1990; Martiet al, 1989; Burwenet al, 1984; St. Hilaireet al, 1983,
Hirataet al, 1979; Byynyet al., 1972), wird durch Ligandenbindung, neben EGF zalgh
TGF , aktiviert, woraufhin Signalkaskaden in Gang gesewerden, die letztlich
proliferationsfordernde, mitogene und antiapoptbiesEffekte bewirken kdnnen.

Zwei wesentliche Beispiele solcher nachfolgenderanailularen Signalwege sind der MAP-
Kinase- sowie der PI3-Kinase/Akt-Signalweg. Durdh Gabe des Tyrosinkinaseinhibitors
Gefitinib zu den Tieren der Tiergruppeairde versucht, eine Hemmung der Tyrosinkinase
des EGF-R und somit eine Blockade der nachgesthalt@éignalwege zu erzielen. Obwonhl
die Hepatozyten der Leberherde lediglich eine sehwache TGFExpression aufwiesen,
wurde die Proliferation der Hepatozyten im Verdheizu den Tieren, die kein Gefitinib
erhielten, gehemmt. Ein Effekt, der fir eine Bedegt des EGF-Rs und gegen eine
Bedeutung von TGF als ursachliches Mitogen in diesem Hepatokarzinegemodell
spricht.

Die Entstehung der gesehenen Leberherde sowie ddifeRationssteigerung der
entsprechenden Hepatozyten kann daher aufgrunatlowashen Expression von TGkaum
durch diese Ligand-Rezeptor-Wirkung bedingt seieb&h TGF kdnnen jedoch auch andere
Liganden den EGF-R aktivieren, z. B. EGF oder HBFE@ie jedoch nicht Gegenstand der
Untersuchungen waren (Schmuckerl, 2011; Sagmeistaat al, 2008; Burweret al, 1984,

St. Hilaire et al, 1983). Zudem ist in der Literatur bekannt, dassEGF-Effekte bei
verschiedenen Zelltypen verstarkt (Cherg al, 2010; Lin et al, 2007, 1999;
Shihet al, 2004). Weiterhin muss bericksichtigt werden, dissinabhangig vom EGF-R
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bspw. auch Uber Zellmembranrezeptoren wiev33-Integrin  wirken  und
proliferationsfordernde Effekte vermitteln kann (Céi al, 2013; Gnoniet al, 2012,
Daviset al, 2011; Chenget al, 2010; Linet al, 2009, 2007; Codet al, 2007), auf die
Gefitinib als selektiver EGF-R-Inhibitor jedoch ken Einfluss hat.

Es bleibt festzuhalten, dass im Rahmen der diesbeiA zugrunde liegendem-vivo-
Experimente mit einer Beobachtungsdauer von drenden nach Schilddrisenfollikel-
transplantation in die Leber zuvor thyreoidektort@eRatten amphophilzellige Leberherde
entstehen, deren Hepatozyten durch eine Hypereratibn gekennzeichnet sind. TGRls
ein bedeutender Ligand des EGF-R auch im RahmenTderorigenese, spielt fur die
Entstehung dieser Leberherde keine Rolle. Die ggste Proliferationsaktivitat der
Hepatozyten der Leberherde ist durch Schilddrisendoeinfluss induziert und zumindest
zum Teil EGF-R-vermittelt, da durch Applikation dégrosinkinaseinhibitors Gefitinib eine
Hemmung der Proliferationsaktivitat erreicht wurdedem wurde die Proliferationsaktivitat
durch Gefitinib auf ein Niveau gesenkt, das sicbhhimehr von dem des extrafokalen
Lebergewebes, welches nicht unter Schilddrisenhoemfiuss stand, unterschied. Da die
Expression von EGF-R innerhalb der Leberherde stasar als im extrafokalen Gewebe, ist
daher von einem die EGF-R-Expression lokal verstéen Effekt durch
Schilddriisenhormone auszugehen.

Zum anderen entstehen im Langzeitversuch von bmwail Jahren trotz einer dann fehlenden
TGF - bzw. EGF-R-Expression hepatozellulare Tumorengdass von TGFEGF-R-
unabhangigen Signalkaskaden auszugehen ist, digriig zur Entstehung der Tumoren
fuhren und deren Auftreten durch Applikation vonfiG@b nicht inhibierbar ist, ein Effekt,
der aufgrund der fehlenden EGF-R-Nachweisbarkeihwallziehbar erscheint. Denkbar ware
in diesem Zusammenhang auch ein mogliches Karziresgamodell, in dem es durch
Schilddrisenhormone zu Beginn (Initiation) zumiridésilweise vermittelt durch den
aktivierten EGF-R zu einer Hyperproliferation deggatozyten kommt, in deren Folge dann
eine fortschreitende Proliferation i. S. einer Pesgion durch EGF-R-unabhangige
Signalwege bis hin zur Entstehung von hepatoze#uld@umoren zustande kommt. Weiterhin
sind auch aberrante bzw. mutierte Isoformen dertbepbuldren Thyroidhormonrezeptoren
(TRs) mit in der Folge lberaktivierten oder suppenten Signalwegen ein moglicher Schritt
in solch einer Tumorigenese, zumal auch fir hegditddre Karzinome mutierte TRs
beschrieben wurden (Cat al, 2013).
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4.2 Diskussion der Zellkulturexperimente /in vitro-Experimente
4.2.1 Bedingungen der HepG2-Zellkultur

Zuséatzlich zu den in vivo-Experimenten wurden im Rahmen dieser Arbeit
Zellkulturexperimente durchgefihrt, bei denen dafliss von & sowie von Gefitinib auf
HepG2-Zellen untersucht wurde. Grundvoraussetzuing diese Experimente war die
Tatsache, dass die verwendeten HepG2-Zellen entsprde Thyroidhormonrezeptoren
besitzen bzw. EGF-R exprimieren (Huastgal, 2013; Charet al, 2009; Liaoet al, 2009;
Chamba et al, 1996; Lin et al, 1996; Yanget al, 1996; Jo et al, 2000;
Fukusatcet al, 1990). Dabei wurde zunéchst in Form von Dosiskifigs-Analysen
untersucht, bei welchen j3Konzentrationen ein steigernder Effekt in der
Proliferationsaktivitat der Zellen zu erkennen war.

Bereits aus Experimenten einer eigenen Arbeitdbeimit Hilfe von Proliferationsassays der
Einfluss von § auf HepG2-Zellen untersucht wurde, als auch auerDder Literatur ist
bekannt, dass ein wesentlicher Faktor fir dieseekxgnte und deren Ergebnisse die An-
oder Abwesenheit von Serum in dem jeweiligen Zdilkenedium ist (Bohning, 2009;
Chang, E., Perlman, A. J., 1987). Da in einem deftkdlturmedium zugesetzten Serum u. a.
Albumin und Wachstumshormone enthalten sind, stetleese Ingredienzien einen nicht
unerheblichen Stdrfaktor fur die UntersuchungenRteliferationsaktivitat der Zellen dar. So
konnte in der Arbeit gesehen werden, dass im Vitgleu analogen Experimenten unter
serumhaltigen Bedingungen, die Kultivierung deldetein serumfreiem Medium eine um den
Faktor 18 niedrigere F-Konzentration zur starksten Proliferation der &ell fiihrte
(B6hning, 2009).

Neben der Anwesenheit von Wachstumsfaktoren im rBesalbst ist die FBindung an
Serumproteine und Albumin verantwortlich fir die oerationsunterschiede, da ein
wesentlicher Anteil des dem Zellmedium zugegebengrgebunden wird, sodass es die
Zellen nicht mehr direkt erreicht bzw. auf sie eimen kann. Aus diesem Hintergrund heraus
wurden die dieser Arbeit zugrunde liegenden Zelikexperimente unter serumfreien
Bedingungen durchgeflhrt.
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4.2.2 Effekt des Schilddrisenhormons Fauf HepG2-Zellen

Die durchgefiihrten Proliferationsassays zeigten sig@fikante Proliferationssteigerung der
Zellen, wobei eine auf die Zellen wirkende-Endkonzentration von 10M zur starksten
Proliferationssteigerung fuhrte. Dies konnte sowwddh Kultivierung der Zellen fur 48 h als
auch nach 72 h ermittelt werden. Die gefundenenmaben T-Konzentrationen liegen
demnach deutlich hoher, als die im menschlichent Rlhysiologisch vorkommenden
Konzentrationen freier  Schilddrisenhormone, welchea. 5-12pM betragen
(Wehner, J., 2014).

4.2.3 Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinibauf HepG2-Zellen

Um den Effekt des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitimib Rahmen vorin vitro-Experimenten
zu untersuchen, wurden Zellkulturexperimente dueéitgt, bei denen die HepG2-Zellen
unterschiedlichen Gefitinibkonzentrationen ausgesetirden.

Nach 48 h Inkubation der Zellen unter Gefitinibkisé war der starkste Effekt i. S. einer
Verminderung der Proliferation bei einer Gefitindmkzentration von 10 uM zu verzeichnen.
Nach Inkubation der Zellen fiir drei Tage konnte degeniuber gesehen werden, dass die
Proliferationsaktivitat der Zellen bei Gefitinibkoentrationen von 3 uM, 5 uM sowie 10 uM
verringert wurde. Es besteht somit ein dosisablg@ngEffekt von Gefitinib auf die
Proliferation von HepG2-Zellen, der nach einer prashenden Wirkzeit entsteht. Die
erhaltenen Ergebnisse der Dosis-Wirkungs-Analysenden Einfluss von J'lassen solch
einen Unterschied zumindest zwischen 48 h und Thitht erkennen. Bereits nach 48 h
Inkubationszeit zeigten die eingesetztepKbnzentrationen einen Effekt und es konnte bei
der Konzentration von TOM der optimale proliferationsférdernde Effekt adie Zellen

beobachtet werden.

4.2.4 Auswirkungen der kombinierten Applikation von T3 und Gefitinib auf
HepG2-Zellen

Nachdem sowohl fir sgrals auch fur Gefitinib ermittelt wurde, bei welchKonzentrationen
diese ihre optimale Wirkung entfalteten, wurden H2qe&llen in folgenden Experimenten
dem Einfluss beider Reagenzien ausgesetzt, wobeilgedie optimale 3-Konzentration von
10° M verwendet wurde. Im Rahmen dieser Experimentente erkannt werden, dass nun
bereits nach 48 h Inkubation die unters-Hinfluss stehenden Zellen in ihrer
Proliferationsaktivitdit gegeniber der gefitinibéei Kontrolle bei niedrigeren

Gefitinibkonzentrationen (3 pM, 5 uM sowie 10 pMhgmmt wurden.
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In Auswertung der erhaltenen Daten der Proliferstassays lasst sich daher festhalten, dass
im Vergleich zu den Zellen, die nicht unter dem kis§ von F stehen, die Wirkung von
Gefitinib bei unter Stimulation von 3T stehenden Zellen friher bzw. bei geringeren
Gefitinibkonzentrationen einsetzt und zu dem ergtart Effekt der Verminderung der
Proliferationsaktivitat fuhrt.

Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch nach 72 ldation der Zellen. Hierbei traten
signifikante Effekte i. S. einer Verringerung demolerationsaktivitat der Zellen auch in
Abwesenheit von Fbereits ab Gefitinibkonzentrationen von 3 uM dbies spricht fiir den
Einfluss eines zeitlichen Faktors, bei dem nachragegissen Wirkzeit zunehmende Effekte
des Gefitinibs zum Tragen kommen. Weiterhin kordiee durch Gefitinib hervorgerufene
Proliferationsverringerung durch gleichzeitige Amepheit von T noch verstarkt werden.
Als mdgliche Ursache hierfir kénnen die in der tater beschriebenen Auswirkungen von
T3 auf die Expression des EGF-R sein, wonach diesehdl-Einfluss erhdht werden kann
(Fisheret al, 1990; Mukku, V. R., 1984). Dieser Effekt konnteeafalls in dieser Arbeit
anhand immunhistochemischer Untersuchungen dertbiggan innerhalb der Leberherde
nachvollzogen werden. Obwohl in der Literatur bestien wurde, dass das Expressionslevel
des EGF-R keinen Einfluss auf die Wirkstarke voriitteé haben soll (Parr&t al, 2004;
Wakelinget al, 2002), wurde ein zunehmender die Proliferatiotigii#tt hemmender Effekt
des Gefitinibs nachgewiesen, wenn sich die ZelleteruEinfluss des Schilddriisenhormons
T3 befanden und daher eine mutmalilich starkere EG&xgRession aufweisen. Sicherlich
sind diesbeziglich weitere Untersuchungen beziigles EGF-R-Expressionslevels der
HepG2-Zellen unter An- bzw. Abwesenheit des Schilddnhormons indiziert.

4.2.5 Life-Dead-Assays

Da insbesondere im Bereich der eingesetzten Gékimzentration von 10 uM stets eine
deutliche Verringerung der Proliferationsaktivitidr Zellen festzustellen war, wurden zum
Ausschluss maoglicher Zytotoxizitatseffekte des @abs Life-Dead-Assays durchgefihrt.
Diese ergaben, dass der Anteil der in ihrer Vialibeeintrachtigten Zellen in allen
eingesetzten Gefitinibkonzentrationen im Mittel 28% betrug und sich nicht signifikant von

der Kontrolle unterschied, Gefitinib daher nichtatgxisch gewirkt hat.
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4.3 Zusammenfassende Wertung der vorliegenden Arltei

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass im &wmatdarin-vivo-Experimente dieser
Arbeit durch E-Einfluss Leberherde entstanden sind, deren Hep&iozine im Vergleich
zum umgebenden Lebergewebe gesteigerte Prolifesaktimitat aufzeigen. TGFals ein
potentielles Mitogen fir Hepatozyten kommt an detskehung dieser Leberherde keine
wesentliche Bedeutung zu. Durch Gefitinib als dsilek EGF-R-Inhibitor konnte die
Proliferationssteigerung gehemmt werden, sodass einoem EGF-R-vermittelten Effekt
ausgegangen werden kann, wobei der EGF-R unabh&ogi@GF aktiviert wird. Zudem
bleibt in Zusammenschau dervitro-Experimente festzustellen, dass durch den Einfliess
Schilddriisenhormonssein proliferationssteigernder Effekt der HepG2i&elherbeigefuhrt
wurde, der u. a. bereits in einer eigenen Arbeibhf{Bng, 2009) nachvollzogen werden
konnte.

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der proli@nahemmende Effekt des Gefitinibs
starker ausfiel, wenn sich die Zellen bereits unteiEinfluss befanden. Die EGF-R-
Expression kann durchg"Einfluss gesteigert werden, was in der Literateneiis beschrieben
werden konnte (Fisheet al, 1990; Mukku, V. R., 1984). Auch im Rahmen de+vivo-
Experimente dieser Arbeit konnte in den durch S$iclilsenhormoneinfluss entstehenden
amphophilzelligen Leberherden eine im Vergleich zextrafokalen Lebergewebe verstarkte
EGF-R-Expression der Hepatozyten festgestellt wer@dwohl die Gefitinibwirkung in der
Literatur als von dem EGF-R-Expressionslevel unaglti beschrieben wurde
(Parraet al, 2004; Wakelingt al, 2002), liel3 sich in den hier aufgeflihrten Experiten ein
starkerer proliferationshemmender Effekt des Gelis nachweisen, wenn sich die Zellen
bereits unter FEinfluss befanden und daher mutmaflich auch etdekese EGF-R-
Expression zeigten. Zwar scheint ebenfalls delideg Faktor bei der Durchfihrung der
Experimente eine wesentliche Rolle zu spielen, jedekennte auch nach Inkubation der
Zellen flr zwei Tage ein proliferationshemmenddekdf des Gefitinibs bereits in niedrigeren
Dosierungen festgestellt werden, wenn sich die edelunter 3-Einfluss befanden, im
Vergleich zu den Zellen, die ebenfalls zwei Tag&ubiert wurden, jedoch ohnesT
Ahnliches gilt fir die Zellen, die entsprechend diiei Tage in An- oder Abwesenheit vog T
inkubiert wurden. Daher ist fir weitere Untersuchpem eine Analyse des EGF-R-
Expressionslevels der Hepatozyten bzw. HepG2-Zellger An- bzw. Abwesenheit vorg T
indiziert, um diese Mechanismen zu verifizieren.

Die durch § induzierte Proliferationssteigerung scheint saibgr den EGF-R vermittelt zu

sein, welcher durch verschiedene Liganden, wie bsSp@f oder EGF aktiviert werden
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kann, die u. a. autokrin durch die Hepatozyten BdepG2-Zellen freigesetzt werden kdnnen
(Joet al, 2000). Der Wachstumsfaktor TGBEcheint hierbei in Anlehnung an die Ergebnisse
der immunhistochemischen Untersuchungenin@ivo-Experimente dieser Arbeit sowie den
Ergebnissen einer eigenen Arbeit (Bohning, 2009E eintergeordnete Rolle zu spielen.
Vorstellbar wére diesbezuglich weiterhin eine Wedthsziehung zwischen dem EGF-R und
c-Met, dem Rezeptor des Hepatocyte growth factti&H), welcher ebenfalls eine
Rezeptortyrosinkinase darstellt und auch von Heg@n exprimiert wird. In der Literatur
konnte dahingehend bereits beschrieben werden,diagsMet-Phosphorylierung und damit
-Aktivierung, in deren Folge nach Ligandenbindumgliperationssteigernde Signalkaskaden
wie der MAPK-Weg in Gang gesetzt werden kdonnengcldukpplikation von Antikérpern
gegen den EGF-R der HepG2-Zellen inhibiert wurdegflal, 2000). Welche Bedeutung
jedoch dieser crosstalk zwischen dem EGF-R und G-t bereits in Lebergewebeproben
von HCC-Patienten Uuberexprimiert nachgewiesen wer#ennte (Leeet al, 2013;
Wu et al, 2006), oder weitere vorstellbare WechselbezieBnngwischen verschiedenen
Signalwegen (vgl. Abschnitt 1.1) bzw. die Aktiviegides EGF-R durch TGFunabhangige
Mechanismen fir die Hepatozyten bzw. HepG2-Zellabeim und in wie weit sie durch
Applikation von Schilddrisenhormonen beeinflusstdea kénnen, wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht undtsoGegenstand zukulnftiger Experimente
sein. Ebenfalls bleibt die Rolle des33-Integrins, durch welches &uf nicht-genomischem
Weg diverse intrazelluléare Signalkaskaden in Gatgen kann sowie der potentiell mutierten
tumorigenesefordernden  Isoformen der hepatozedinlar Thyroidhormonrezeptoren

zukunftigen Untersuchungen vorbehalten.
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) Zusammenfassung

Anhand vonin vivo-Experimenten an mannlichen Lewis-Ratten wurde Emfluss des
stoffwechselaktivierenden und mitogen wirkendenil8dhisenhormons Trijodthyronin ¢Y
auf die Proliferation von Hepatozyten sowie eine lwetig Tumorentstehung bzw.
antitumorigene Effekte hin untersucht. Hierzu deenlas Modell der portal-embolischen
Transplantation von Schilddrisenfollikeln in dieblee zuvor thyreoidektomierter Ratten.

Es lies sich dabei als wesentliches Ergebnis &kdsf dass durch das lokale Wirken der
Schilddrisenhormone in  den Lebergeweben der transpiten Ratten eine
Hyperproliferation der Hepatozyten im Abstromgeldet Schilddrisenfollikeltransplantate
hervorgerufen wurde. Auch entstanden glykogenarrmphaphilzellige Leberherde, die
praneoplastischen Veranderungen aus der chemisdiepatokarzinogenese &hneln.
Hepatozellulare Tumoren, wie z. B. hepatozellukegzinome oder Adenome, sind jedoch
im Beobachtungszeitraum von drei Monaten nicht tantden. Im Rahmen der durchy T
hervorgerufenen Hyperproliferation weisen die Lébede eine verminderte Expression des
Transforming growth factor (TGF ) auf, ein Wachstumsfaktor, der an Prozessen wie
Zellmigration, Wundheilung, Angiogenese sowie an Regenerationéngen der Leber
beteiligt ist und der seine Wirkungen tber Bindamgden Epidermal growth factor-receptor
(EGF-R) vermittelt. Somit scheint TGkn der Entstehung der amphophilzelligen Leberherde
nach Schilddrisenfollikeltransplantation keine enétdende Rolle zuzukommen. Durch
Applikation des Tyrosinkinaseinhibitors Gefitinib rkate dennoch eine Reduktion in der
Proliferationsaktivitdt der Hepatozyten nachgewnesserden, was am ehesten durch
Blockade der dem EGF-R nachgeschalteten intrazedlnl Signalwege, die unabhangig von
TGF durch weitere Liganden des EGF-R aktiviert werki@nnen, zuriickzufihren ist.

Mittels in vitro-Experimenten an HepG2-Zellen konnte eine durghetlingte Steigerung der
Proliferationsaktivitdit der Zellen nachgewiesen deer, wobei eine optimale
proliferationsférdernde Dosis von 1V eruiert wurde. Unter Behandlung der Zellen mit
Gefitinib verringerte sich die Proliferationsaktéti dosisabhangig. Ein Effekt, der bei
gleichzeitiger Anwesenheit vonzhoch verstarkt wurde und auf eine durchrmutmalflich
erhohte EGF-R-Expression der Hepatozyten zuriickezafuist.

Diese Arbeit liefert somit einen Beitrag zur Aufikddg der molekularen Grundlagen des
Proliferationsverhaltens von Hepatozyten. Es werdesatzpunkte geliefert, anhand derer
weitere Untersuchungen auf dem Gebiet der Erforsglier molekularen Mechanismen und
Signalwege durchgefiihrt werden koénnen, die zu einegrierfihrenden Verstandnis der
komplexen Entstehungsmechanismen des HCCs fuhren.
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Abb.
ABC-Methode
ADAM 17
AR

ATP

AFP

BTC
BrdU
BrdU-LI
BrdU-LIs
bspw.
bzgl.
bzw.
Calcein AM
ca.

d. h.

DAB
DHEA
DKK-4
DMEM
DMSO
DNA

DPBS
EGF
EGF-R

EPR
ERK

Abbildung
Avidin-Biotin-Complex-Methode
A distintegrin and metalloprotease 17
Amphiregulin
Adenosin-5"-triphosphat
Alpha-Fetoprotein
Betacellulin
5-Bromo-2"-desoxyuridin
BrdU-Labeling-Index
BrdU-Labeling-Indizes
beispielsweise
bezuglich
beziehungsweise
Calcein Azetoxymethylester
circa
das heisst
3-3"-Diaminobenzidintetrahydrochlorid
Dehydroepiandrosteron
Dickkopf 4
Dulbecco’s Minimum Essential Medium
Dimethylsulfoxid
desoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleinsaure)
Dulbecco’s phosphate buffered saline
(Phosphat gepufferte Salzlosung)
Epidermal growth factor
(Epidermaler Wachstumsfaktor)
Epidermal growth factor-receptor
(Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor)
Epiregulin
Extracellular signal-regulated kinase

(Extrazellular-Signal-regulierte Kinase)
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AbkUrzungsverzeichnis

evtl.
FCS
FDA
FzZD
Grb2
HB-EGF

HBsAg

HBV
HCC

HCV

HGF

HPLC

HRP

H&E-Farbung
IGF

IGF-2

I S.
JAK/STAT

MAPK

eventuell

fetal calf serum (fetales Kalberserum)
United States Food and Drug
Administration

Frizzled

growth factor receptor-bound protein 2
(Wachstumsfaktorrezeptoren-bindendes
Protein 2)

Heparin binding Epidermal Growth Factor
Hepatitis-B-surface-Antigen
(Hepatitis-B-Oberflachenantigen)
Hepatitis-B-Virus

hepatocellular carcinoma
Hepatozellulares Karzinom
Hepatitis-C-Virus

Hepatocyte growth factor

High performance liquid chromatography
(Hocheistungsflissigkeitschromatogra-
phie)

horseradish peroxidase
(Meerrettichperoxidase)

Hamatoxylin-Eosin-Farbung
Insulin-like growth factor
(Insulindhnlicher Wachstumsfaktor)
Insulin-like growth factor 2
(Insulindhnlicher Wachstumsfaktor 2)
im Sinne

Januskinase/Signal transducers and
activators of transcription
(Januskinase/Signaltransduktoren und
Aktivatoren der Transkription)
Mitogen-activated protein kinase

(Mitogen-aktivierte Proteinkinase)
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AbkUrzungsverzeichnis

MEK

MRNA

MmTOR

MW

NacCl

NADH
NADPH

NRG

OH
PAS-Reaktion

PBS

PIP,

PIP;
PI3-Kinase
PKB/Akt
PKC

PLC

PLC-

pRb
PDGF-R
Prx
PTB-Domane
PTU

p53

Raf

Ras

RNA

nm

Mitogen and extracellular activated kiaas
(Mitogen und extrazellular aktivierte
Kinase)
Messenger-RNA (Boten-RNA)
Mammalian target of Rapamycin
Mittelwert
Natriumchlorid, 0,9%
Nikotinamidadenindinukleotid
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat
Neuregulin
Hydroxylradikal
perjodic acid-Schiff reaction
(Perjodsaure-Schiff-Reaktion)
Phosphate buffered saline
(Phosphat gepufferte Salzlosung)
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphat
Phosphatidylinositol 3-Kinase
Proteinkinase B (=Akt)
Proteinkinase C
Phospholipase C
Phospholipase C-
Retinoblastomaprotein
Plateled-derived growth factor-receptor
Peroxiredoxin
Phosphotyrosin bindende Domane
Propylthiouracil
Protein 53
Rat fibrosarcoma
Rat sarcoma
ribonucleic acid
(Ribonukleinsaure)
revolutions per minute

(Umdrehungen pro Minute)
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AbkUrzungsverzeichnis

RXR /3/

SEM
SH2-Domaéane

Oy

Tab.

TACE

TBG

TBPA

TG
TGF

TGFR

TR /B

TRE
Trypsin-EDTA
Tx

T3

Ty

u. a.
VEGF-R

val.
VS.

Retinoid-X-receptor/ /
(Retinoid-X-Rezeptor/ /)
Standardfehler des Mittelwertes

Src (Sarcoma) homologe Region 2 -
Domane
Superoxidradikal
Tabelle
Tumor necrosis factor - converting
enzyme (Tumor Nekrose Factor
konvertierendes Enzym)
Thyroxin binding globulin
(Thyroxinbindendes Globulin)
Thyroxin binding praalbumin
(Thyroxinbindendes Praalbumin)
Tiergruppe
Transforming growth factor
(Transformierender Wachstumsfaktqr
Transforming growth factor 3
(Transformierender Wachstumsfaktor 13)
thyroid hormone receptar
(Thyroidhormonrezeptor )
Thyroid hormone response element
(Thyroidhormon-responsibles Element)
Trypsin-Ethylendiamin-N,N,N",N"-
tetraacetat
Transplantation

3-3"-5-Trijodthyronin
3-3"-5-5"-Tetrajodthyronin / Thyroxin
unter anderem
Vascular endothelial growth factor-
receptor
vergleiche

VEersus
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AbkUrzungsverzeichnis

Wnt

WST-1

zusammengesetzt aus ,Wg" fir Wingless
und ,Int-1*
4-(3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-
2H-5-tetrazolio)-1,3-benzene disulfonate

zum Teil
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MafRRe und Einheiten

10 Mal3e und Einheiten

cm

cny

kDa
kg

min
ml
mm
nm
pM
MO
ul
1M
°C

Zentimeter
Quadratzentimeter
Gauge
Gramm
Stunde
Kilodalton
Kilogramm
Liter

Molar

Minute
Milliliter
Millimeter
Nanometer
Pikomolar
Mikrogramm
Mikroliter
Mikromolar
Grad Celsius

Durchmesser
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