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Referat

Die Leber hat eine duale Blutversorgung tiber die Pfortader und die Leberarterie. Friihere
Studien konnten eine Vasodilatation der Leberarterie bei fortgeschrittener Zirrhose mit
portalem Hypertonus und Aszites zeigen. Ob diese Verédnderungen im Zusammenhang mit
dem portalen Hypertonus stehen oder durch unabhéngige Mechanismen verursacht sind, ist
nicht bekannt. Ziele der Versuchsdurchfihrungen waren Veranderungen und Anpassungen
der Leberarterie zum Zeitpunkt der Zirrhose ohne portale Hypertension und bei bereits
etablierter Zirrhose mit portaler Hypertension und Aszites zu untersuchen. Wahrend der
Zirrhoseentstehung wurde in An- und Abwesenheit vom Angiogenesehemmer Sorafenib das
Remodeling, sowie die Neoangiogenese der Leberarterie untersucht.

Wistar Ratten, wurden tber 8 Wochen und 12 Wochen mittels CCl,-Inhalation eine Zirrhose
induziert. Die Gabe des Multikinaseinhibitors Sorafenib wurde weiterhin tber verschiedene
Zeitraume (8 Wochen, 12 Wochen, 8-12 Woche) durchgeflihrt. Zu den verschiedenen Zeiten
der Zirrhoseentstehung wurden mittels isolierter bivaskularer Perfusion der Leber die
GefaRwiderstande der Leberarterie, der Portalvene und im sinusoidalen GefalRbett
gemessen und die Kontraktion der Leberarterie hervorgerufen durch Gabe des
Vasokonstriktors Methoxamin mit und ohne Blockung von Stickstoffmonoxid gemessen.
Mittels Western Blot wurden die Konzentrationen der verschiedenen Mediatoren von
Neoangiogenese und Remodeling gemessen.

Die Leberarterie der zirrhotischen Tiere zeigte bereits nach 8 Wochen eine Dilatation,
unabhangig von einem normalen Portaldruck und sinusoidalen Druck. Diese Dilatation der
Leberarterie konnte durch Sorafenibgabe verhindert werden, ein Effekt, der auf einer
verminderten Expression von Stickstoffmonoxid beruht. Ebenso konnte eine Sorafenibgabe
nach Entstehung der Zirrhose bis zur Ausbildung einer portalen Hypertension (8-12 Woche)
eine verminderte Expression von Stickstoffmonoxid in der Leberarterie zeigen.
Demgegenuber gelang im Spéatstadium der Zirrhose mit portaler Hypertension die Blockung
der vermehrten Stickstoffmonoxidproduktion durch Gabe von Sorafenib Giber 12 Wochen
nicht. Die Dilatation der Leberarterie bei Zirrhose ist unabhéngig vom portalen Druck und ist
bereits im Frihstadium der Zirrhose ohne portalen Hypertonus vorhanden. Eine kurzfristige
Gabe des Angiogenesehemmers Sorafenib kann die Dilatation der Leberarterie durch

verminderte Stickstoffmonoxidkonzentration verhindern.

Moller, Miriam: Bedeutung und Mediatoren von Neoangiogenese und Remodeling in der
Leberarterie, wahrend Entstehung und bei etablierter Zirrhose im Tiermodell
Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 54 Seiten, 2014
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1 Einleitung

Die Leberzirrhose ist eine Erkrankung mit hoher Inzidenz (250/100.000/Jahr) und ist
gekennzeichnet durch knétchenférmige Regeneration und fibrotische Septen [1]. Die
fibrotischen Septen entstehen durch eine abnormale Akkumulation von extrazellularer Matrix
in der Leber [2]. Die Fibrose kann dabei als Wundheilungsprozess nach Schadigung der
Leber angesehen werden [2, 3]. Eine Schadigung der Leber wird in diesem Zusammenhang
hauptsachlich durch chronischen Alkoholabusus, virale Hepatitiden (chronische Hepatitis B
und -C), Medikamente, metabolische Erkrankungen (z.B. Diabetes mellitus) oder
autoimmune Zerstérung von Hepatozyten oder Gallengangsepithel hervorgerufen [4], wobei
der chronische Alkoholabusus mit ca. 50% und die viralen Hepatitiden mit ca. 45% in der

westlichen Welt die Hauptursachen fir Leberzirrhose darstellen [5].

1.1 Definition und Pathophysiologie der portalen Hypertension

Wesentliche Komplikation der Zirrhose ist die portale Hypertension, die fur die Entstehung
von Aszites und die Ausbildung von porto-systemischen Kollateralkreislaufen mit Ausbildung
von Osophagusvarizen, Osophagusvarizenblutungen und hepatischer Enzephalopathie
verantwortlich ist [6-9]. Ursache der portalen Hypertension ist einerseits der erhdhte
intrahepatische Widerstand und andererseits der erhdhte Bluteinstrom in die Portalvene [10].
Der erhdhte Bluteinstrom Uber die Portalvene ist durch Vasodilatation im Splanchnikusgebiet
bedingt [11].

1.2 Erh6hung des intrahepatischen Widerstandes

Ursachen fir die Erhéhung des intrahepatischen Widerstandes sind strukturelle, sowie
funktionelle Veranderungen [10]. Strukturelle Veranderungen sind unter anderem
Defenestration der Sinusoide, Einlagerung fibrotischen Materials in den Disse schen Raum
und Entwicklung von Regeneratknoten. Dadurch kommt es zur mechanischen Verengung
der Sinusoide und entsprechender Erhéhung des intrahepatischen Gefallwiderstands [12].
Die funktionelle Ursache des erhohten intrahepatischen Widerstandes stellt die vermehrte
intrahepatische Vasokonstriktion dar [13]. Der erhdhte intrahepatische Gefal3tonus ist
einerseits Folge einer vermehrten Produktion von Vasokostriktoren (hautsachlich Endothelin-
1) und andererseits einer verminderten Produktion von Vasodilatatoren (hauptséchlich NO)

[14, 15]. Der potenteste Vasokonstriktor des Gefal3systems der Leber ist Endothelin-1 (ET-
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1). Es konnte gezeigt werden, dass die Konzentration von ET-1 bei Zirrhose um das vier
fache ansteigt und die Dichte der Endothelinrezeptoren ebenfalls um 65% erhoéht ist. Des
Weiteren ist die Metabolisierung der Leber von ET-1 bei Zirrhose deutlich eingeschrankt. Es
kommt weiterhin zu erhéhten Konzentrationen von TGF-R3, die in vitro humane HSZ's zur
vermehrten Synthese von ET-1 stimulieren [16, 17]. All diese Mechanismen fiihren
schlussendlich zu einer erhéhten Konzentration an ET-1.

Neben der erhdhten Expression von vasokonstriktorischen Mediatoren fuhrt weiterhin eine
Abnahme von Vasodilatatoren zu einem erhohten intrahepatischen GefaRwiderstand. Der
wichtigste Mediator der Vasodilatation ist Stickstoffmonoxid (NO). NO wird von den NO-
Synthasen (NOS) produziert. Es gibt drei verschiedene Isoformen der NOS, wobei zwei in
Gefalien identifiziert wurden: die endotheliale NOS (eNOS), die standig vorhanden ist und
die induzierbare NOS (iNOS), welche eine de novo Synthese erfordert [18]. Vor allem durch
eine verminderte Produktion von NO im sinusoidalen und postsinusoidalen Gefal3bett wird
der erhohte intrahepatische Widerstand bedingt. Der genaue Stoffwechselweg ist in
Abbildung 1 dargestellt. Zusammenfassend kommt es zu einer verminderten Produktion bzw.

vermehrten Inaktivierung von NO [19].
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Abbildung 1: NO-Signalweg

Die endotheliale NO-Synthase besteht aus zwei Domanen, die Oxygenase und die
Reduktase, diese sind Uber einen flexiblen Proteinstrang miteinander verbunden. Mit Hilfe
der Reduktase werden Elektronen die fir die NO-Synthese benétigt werden bereitgestellt,
diese entstehen durch die Reduktion von NADPH und werden anschliel3end tber den
flexiblen Proteinstrang zur Oxygenasedomane Ubertragen.

Die Lokalisierung der eNOS zu den Caveolae (Mikrodoméanen der Plasmamembran) ist fiir
eine optimale NO-Synthese erforderlich. (1) Caveolin-1 ein Haupthdllprotein der Caveolae
interagiert mit der eNOS was zu einer Hemmung ftihrt.

(2) Calmodulin (CaM) ist ein wesentlicher Aktivator der eNOS. Bindung von CaM an seinen
spezifischen Bindungsort fuhrt zu einer Erh6hung der Geschwindigkeit des
Elektronentransfers von der Reduktase- zur Oxygenasedomaéne. (3) Weiterhin wird die
eNOS Aktivitat durch die Phosphorylierung am Serinrest 1177 reguliert. Die aktivierende
Phosphorylierung erfordert die Rekrutierung der Kinase Akt und von Hitzeschockprotein 90
(Hsp 90). Hsp 90 dient als ein Gerdst fur eNOS und Akt. (4) Die Phosphorylierung an
Threonin 495 inaktiviert die eNOS. (5) Die Bindung des Substrates L-Arginin an das
katalytische Zentrum von eNOS kann durch den kompetetiven Antagonisten ADMA
gehemmt werden. (6) BH,ist ein erforderlicher Cofaktor fir die NO-Synthese. Mangel an BH,
kann zur Entkopplung der eNOS und und Produktion von Superoxid (O) fiihren. (7) Selbst
wenn es zur Produktion von NO kommt, kann dieses durch O, schnell wieder inaktiviert
werden. (Mod. American Heart Association)



1.3 Hepatic arterial buffer response

Ein konstanter hepatischer Blutfluss sichert zum einen die Sauerstoffversorgung der Leber
und zum anderen die blutflussabhangige Elimination von Stoffwechselprodukten und ist
somit auch entscheidend fir die richtige Konzentration an Nahrstoffen und Hormonen [19].
Die Leber hat eine doppelte Blutversorgung durch die Portalvene und die Leberarterie.
Insgesamt erhalt sie 25% des gesamten Herzminutenvolumens, wobei 70-80% dieses
Blutvolumens Uber die Portalvene erfolgen. Trotz des niedrigeren Sauerstoffpartialdruckes
(40 mmHg) ist die Portalvene damit fiir etwa 50% des Sauerstoffangebotes der Leber
mitverantwortlich. Demgegenuber wird Uber die Leberarterie mit den restlichen 20-30% des
Gesamtleberblutflusses auf Grund der héheren Oxygenierung (Sauerstoffpartialdruck 100
mmHg) ebenfalls 50% des Sauerstoffangebotes an die Leber erreicht [20]. Die wesentliche
Versorgung der Leber mit Blut erfolgt also tiber die Portalvene. Die Leber ist allerdings nicht
in der Lage den portalen Blutfluss direkt zu kontrollieren. Die Aste der V. portae und die
terminalen hepatischen Venolen sind funktionell nicht mit glatter Muskulatur ausgestattet. Die
Sinusoide der gesunden Leber werden lediglich passiv durch das durchstromende Blut offen
gehalten und enthalten keine glatte GefaBwandmuskulatur [21]. Trotzdem hat die Leber
verschiedene sehr effektive Mechanismen den Gesamtblutfluss der Leber relativ konstant zu
halten. Durch einen verminderten Bluteinstrom in die Leber, lUber die Portalvene, kommt es
zu einer kompensatorischen Zunahme der Leberdurchblutung Uber die Leberarterie (hepatic
arterial buffer response (HABR)) [22-24]. Diese Zunahme der Durchblutung der Leberarterie
ist unabhangig vom hepatischen Metabolismus, vielmehr ist es eine direkte Antwort auf den
verminderten Blutfluss der Portalvene und somit auf das mangelnde Sauerstoffangebot.
Dadurch werden Fluktuationen des Gesamtsauerstoffangebots und des Gesamtblutflusses
der Leber minimiert. Dies ist vor allem wichtig, um bei kurzzeitigen Anderungen des portalen
Blutflusses die Sauerstoffversorgung der Leber konstant zu erhalten und somit auch die
hepatische Clearance von Medikamenten und Hormonen [23]. Die Regulation der
Gefal3weite der Leberarterie scheint u.a. vom lokalen Adenosinspiegel abhangig zu sein.
Adenosin, ein potenter Vasodilatator, wird kontinuierlich in den periarteriolaren Raum der
Leber ausgeschiittet. Es kann tber das Portalblut abdiffundieren. Je geringer der portale
Blutfluss ist, desto hdhere Konzentrationen an Adenosin kumulieren im Bereich der
Leberarterie und bewirken deren Dilatation (Washout-Hypothese) [23]. Die HABR konnte
bereits bei Katzen, Hunden, Ratten, Schweinen und Menschen nachgewiesen werden [26-
28]. Er kann eine 22 — 100 %ige Reduktion des portalen Blutflusses ausgleichen, je nach
untersuchter Spezies [23, 27, 29-31].



1.4 Neoangiogenese

Hypoxie ist ein entscheidender Faktor bei der Entstehung der Zirrhose. Sie initiiert einen
intrazellularen Signalweg der zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Hypoxia inducable
factor- 1 (HIF-1) fuhrt. HIF-1 bindet anschlieRend an regulierende Sequenzen, bekannt als
hypoxia-responsive elements (HRE), in der Promotorregion einiger Gene, einschlief3lich
VEGF. Er kontrolliert die Expression dieser Gene, als Reaktion auf die Hypoxie, was zur
Adaptation der Zellen an das niedrige Sauerstoffangebot fiihrt. Die HIF-1 Expression in der
normalen Leber konnte mit 2-8% ermittelt werden, wobei sie bei Fibrose bereits 23,1%
betrug und bei Zirrhose 60.9% [32]. HIF-1 wird bei Normoxie sehr schnell abgebaut und bei
Hypoxie stabilisiert [32].

Die VEGF Expression ist durch Hypoxie induzierbar [33]. VEGF stellt ein potentes Mitogen
fur vaskulare Endothelzellen dar [33, 34] und ist in vivo ein starker angiogenetischer Induktor
[35]. VEGF aktiviert die Proliferation der Endothelzellen und die nachfolgende Formation
eines endothelialen Tubulus [36, 37] Es gibt zwei verschiedene Tyrosinkinaserezeptoren von
VEGF: den KDR/FIk-1 Rezeptor, auch genannt VEGF R2 und den Flt-1 Rezeptor, auch
genannt VEGF R1 [38]. VEGF Rezeptoren werden von allen Endothelien der Ratten
exprimiert, fehlen jedoch auf allen nicht-endothelialen Zellen [34]. Die VEGF Ausschittung
wird bei Hypoxie erhoht, um durch die Bildung neuer Kapillaren die Sauerstoffversorgung zu
erhohen [1]. Die Neoangiogenese spielt bei der Pathogenese der Zirrhose eine
entscheidende Rolle. Hierbei kommt es zur Bildung neuer Gefal3e aus bereits existierenden
Stromgebieten, wobei der VEGF-Rezeptor vermittelte Signalweg eine entscheidende Rolle
spielt (Abbildung 2) [39]. Die Effekte von VEGF werden bei Neoangiogenese primar tber
den VEGF R2 Rezeptor vermittelt [34, 40, 41]. Es konnte gezeigt werden, dass VEGF und
VEGF R2 bei Zirrhose in portosystemischen Kollateralen starker exprimiert sind [42, 43]. Die
VEGF vermittelten Effekte auf Permeabilitat und Geféal3tonus sind an die Produktion von NO
gekoppelt [44-46] und Ziche et al. konnten zeigen, dass die endotheliale NO-Synthase der
Bindung von VEGF an seinem Rezeptor nachgeschaltet ist. Durch Unterbindung der NO-
Produktion durch L-NMMA konnte so die angiogenetische Wirkung von VEGF geblockt
werden [35]. NO spielt also auch bei der Angiogenese eine essentielle Rolle.

Bei Zirrhose liegt jedoch nicht nur eine Uberexpression von VEGF und VEGF R2 vor,
sondern auch von PDGF [47]. W&hrend VEGF vor allem involviert ist in die Bildung neuer
Blutgefalle, ist PDGF vor allem verantwortlich fiir die Reifung der neu gebildeten Blutgefalie
(Rekrutierung von stitzenden Wandzellen und Perizyten) und deren Stabilisation [48]. Durch
die Kombination eines PDGF- und VEGF- Inhibitors konnte die portale Hypertension bei
Ratten mit partieller Portalvenenligatur um 40% gesenkt werden. Hierbei war die

Kombination der zwei Inhibitoren wirkungsvoller, als die Addition der Effekte bei Gabe jeder

5



einzelnen Substanz. Daraus kann man schliel3en, dass die VEGF- und PDGF-Signalwege
einer synergistischen Regulation unterliegen. Auch die Bildung von porto-systemsichen
Kollateralen verringerte sich signifikant bei gemeinsamer Inhibition von VEGF und PDGF
[47].
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Abbildung 2: VEGF-Rezeptor mit Darstellung des RAF/MEK-Signalwegs (rote Markierung)
sowie des Stickstoffmonoxid (NO)-Signalwegs (blaue Markierung) (mod. von SABiosciences)

1.5 Vascular Remodeling

Chronische Veranderungen des Blutflusses in Gefal3en verursacht Veradnderungen der
Gefal3architektur, um die auf die GefaBwand einwirkenden Scherkréfte des Blutes zu
normalisieren. Die Endothelzellen, zwischen Blut und glatter Muskulatur gelegen, sind in der
Lage, die mechanischen Kréfte, durch Druck und Blutfluss hervorgerufen, wahrzunehmen

und diese in biochemische Signhale umzuwandeln, um Gefafldtonus und GefaRstruktur zu
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regulieren [49, 50]. Kommt es nun dauerhaft zu einem erhéhten Blutfluss mit entsprechender
Dilatation des arteriellen GefalRes und Reduktion des GefaRwiderstandes, erfolgt eine
strukturelle Adaptation und Umformung des Gefal3es. In diesem Sinne kommt es indirekt zu
einer Zunahme des GefalRdurchmessers durch Abnahme der GefalBwanddicke und glatter
GefalBwandmuskulatur. Diese Effekte sind umso ausgeprégter, je starker die Dilatation im
arteriellen Gefal3 ist [51]. Essentieller Mediator des GefalRremodelings ist NO [52]. Durch die
mechanischen Kréfte (shear stress) kommt es zur vermehrten Ausschittung von NO. Bei
verlangerter Aktivierung von NO kommt es zur vermehrten Expression des Genes der
endothelialen NO-Synthase in vitro und in vivo und somit zur erh6hten NO-Produktion [53-
55]. NO inhibiert die Proliferation und Migration von glatten Muskelzellen [56, 57], ist
verantwortlich flr eine neue Formation der Intima nach Verletzung [58] und bewirkt eine
Endothelzellbewegung und deren Anordnung in neuen GefalRen [59], sowie einen
Extrazellularmatrixumsatz [60]. All diese Ereignisse sind notwendig fur GefaRremodeling.

In der Studie von Rudic et al. konnte gezeigt werden, dass NO einen Hauptregulator der
Reorganisation von Gefafden, als Reaktion auf einen Stimulus des Remodelings, darstellt.
Beim Fehlen der eNOS blieb nicht nur der GefaRdurchmesser normal, sondern die Starke
der GefaRwand verdoppelte sich, entsprechend der Proliferation der glatten Muskelzellen der
Gefalwand.[52].

1.6 Veranderungen der Leberarterie bei Zirrhose

Die Leberarterie spielt bei Zirrhose eine besonders wichtige Rolle, da sie durch Zunahme
des Blutflusses den verminderten Bluteinstrom Uber die Portalvene kompensiert. Bei einer
relativ kurzfristigen Anderung des portalen Blutflusses kommt es entsprechend dem hepatic
arterial buffer response zu einer Erh6hung des Blutflusses Uber die Leberarterie u.a. durch
erhohte lokale Adenosinspiegel [23]. Dass die HABR auch unter pathophysiologischen
Bedingungen eine grof3e Rolle spielt, konnte bereits gezeigt werden. Richter et al. zeigten,
dass es auch in zirrhotischen Lebern eine funktionell wirksame HABR gibt, der genau wie in
der Normalleber tber einen langeren Zeitraum aufrechterhalten werden kann. Hierfur
senkten sie den portalen Blutfluss tber 6 Stunden - ohne eine signifikante Verschlechterung
des HABR sowohl bei zirrhotischen als auch bei Normallebern festzustellen [61].

Bei einer chronischen Veranderung des Blutflusses kommt es entsprechend dem
Gefaliremodeling zur strukturellen Adaptation und Umformung des Gefal3es mit indirekter
Zunahme des GefalRdurchmessers [51]. So hélt die Leberarterie nicht nur den
Gesamtblutfluss der Leber, sondern auch die Sauerstoffversorgung der Leber, relativ

konstant [23]. Der erhohte Bluteinstrom uber die Leberarterie entsteht durch Vasodilatation
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und einen somit gesenkten GefalRwiderstand, was in Ratten mit CCl, induzierter Zirrhose
gezeigt werden konnte [51, 62]. In diesem Zusammenhang wurde eine erhdhte Produktion
von NO in der Leberarterie festgestellt [51]. Neben NO ist auch Adenosin an der Dilatation
der Leberarterie beteiligt. Beide Mediatoren sind tber eine Uberexpression des Adenosin
Al- Rezeptors verbunden. Der Adenosin Al- Rezeptor vermittelt eine Vasodilatation durch
Erhéhung von NO nur unter hypoxischen Bedingungen [51, 63].

NO spielt ebenso eine entscheidende Rolle bei der Neoangiogenese, da eine Aktivierung der
endothelialen NO-Synthase der Bindung von VEGF an seinem Rezeptor nachgeschaltet ist
[35]. Tatsachlich konnte in der Leberarterie eine Neoangiogenese in der Zirrhose
nachgewiesen werden [51].

Der erhédhte Blutfluss der Leberarterie entsteht demzufolge durch vermehrte Expression von
Vasodilatatoren (vor allem NO) und durch daraufhin folgende strukturelle Veranderungen der
GefalRwand, wie Abnahme der GefaRwanddicke und glatter GefaBwandmuskulatur, sowie

Neoangiogenese [51].

1.7 Der Multikinaseinhibitor Sorafenib

Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch antiangiogenetische Therapien der portale
Druck bei portaler Hypertension gesenkt werden kann. In der Studie von Mejias et al. wurde
dazu der Multikinaseinhibitor Sorafenib erfolgreich eingesetzt. Es konnten die splanchnische
Neovaskularisation, die Bildung porto-systemischer Kollateralkreislaufe und der Grad der
Fibrose gesenkt werden [39]. Auch bei Patienten mit fortgeschrittenem HCC konnte bereits
ein positiver Effekt von Sorafenib, durch Senkung des portalen Widerstandes, gezeigt
werden [64]. Sorafenib blockt die Tyrosinkinase von VEGF R2 und PDGFR(, genau wie die
Raf/Threonin Kinase entlang des MEK/ERK Signalweges [65]. Sorafenib wird bereits
erfolgreich an Patienten eingesetzt, zur Behandlung des Nierenzellkarzinoms [66] und
Hepatozellularen Karzinoms (HCC) [67]. Da Neoangiogenese hauptsachlich an arteriellen
Gefalien auftritt, kdnnte die Senkung des portalen Druckes bei Einsatz antiangiogenetischer
Therapien auch zum Teil durch Veranderungen der Leberarterie bedingt sein. Die
verschiedenen Mediatoren der Angiogenese kénnten auch zu verschiedenen Zeitpunkten
wahrend der Zirrhoseentstehung in den verschiedenen Geféal3systemen in unterschiedlichen
Konzentrationen vorhanden sein. Die beobachtete Diskrepanz von vermehrter Angiogenese
und erhohter Expression des VEGF-Rezeptors, bei gleichzeitig erniedrigter VEGF
Konzentration, ist beispielsweise bis jetzt noch ungeklart [45]. VEGF ist mdglicherweise in
der initialen Phase der Angiogenese heraufreguliert, wofir deutlich erhfhte Konzentrationen

von VEGF in den ersten Tagen nach Gallengangsligatur sprechen kdénnten [45].
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Allerdings ist unklar, wann Dilatation, Neoangiogenese und Remodeling der Leberarterie in

der Entwicklung der Zirrhose entstehen.



2 Ziele

Ziele der Versuchsdurchfihrungen sind, Verdnderungen und Anpassungen der Leberarterie
wahrend der Entwicklung der Zirrhose, bei Zirrhose ohne portaler Hypertonie und bei bereits
etablierter Zirrhose mit portaler Hypertonie und Aszites zu untersuchen. Es sollen neue
Erkenntnisse uber die Rolle der arteriellen Leberperfusion bei Zirrhose und portaler
Hypertension gewonnen werden. Wahrend der Zirrhoseentstehung soll in An- und
Abwesenheit vom Angiogenesehemmer Sorafenib das Remodeling, sowie die
Neoangiogenese der Leberarterie untersucht werden. Weiterhin soll untersucht werden, ob
die Senkung des portalen Druckes bei antiangiogenetischer Therapie auch auf eine

Blockung der Neoangiogenese der Leberarterie zuriickzufihren ist.
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3 Material und Methoden

3.1 Versuchstiere

Als Versuchstiere dienten ménnliche Wistar-Ratten aus dem Zentrum fur Medizinische
Grundlagenforschung (ZMG) der Martin-Luther-Universitat. Zu Beginn der Zirrhoseinduktion
waren die Tiere etwa vier Wochen alt und hatten ein Kérpergewicht von 75-100 g.

Eine behordliche Genehmigung lag unter der Tierversuchsnummer 42502-843 MLU an der
Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg vor.

Die Ratten wurden zu jeweils zwei Tieren in normierten Kéfigen mit Standardeinstreu fur
Labortiere gehalten. Das Futter bestand standardisiert aus industriell hergestelltem
Pelletfutter. Die Haltung erfolgte in klimatisierten Raumen (23°C, rel. Luftfeuchte 65%), mit
einem 12 Stunden Hell-/Dunkel-Rhythmus.

3.2 Induktion der Zirrhose und Behandlung mit Angiogenesehemmern

Die Ratten wurden drei Mal pro Woche einer Inhalation von CCl,; ausgesetzt.

Dem Trinkwasser wurde 0,359/l Phenobarbital zugesetzt, das tber eine Enzyminduktion
(Cytochrom-P450 abhéangige Monooxygenasen der Genfamilien 2 und 3 > CYP2, CYP3), zu
einer schnelleren Zirrhoseentstehung beitragen soll.

Ab dem Zeitpunkt der ersten Inhalation, bis zum Tag der letzten Inhalation wurde dem
Trinkwasser der Multikinase-Inhibitor Sorafenib (5mg/kg KG) zur Hemmung der Angiogenese
zugesetzt. Zur Lésung des Sorafenibs wurden Methylmethansulfonate (99%) verwendet. Die
Kontrollgruppe erhielt lediglich den Tragerstoff (Methylmethansulfonate).

Die Induktion der Zirrhose erfolgte Gber 8 Wochen (C8 Gruppe) bzw. tGber 12-14 Wochen
(C12 Gruppe) ohne Sorafenib bzw. Uber 8 Wochen (S8 Gruppe) bzw. tber 12-14 Wochen
(S12 Gruppe) mit Sorafenib, bis zum Vorliegen einer etablierten Zirrhose mit Aszites. In der
dritten Gruppe der mit Sorafenib behandelten Ratten, erfolgte die Gabe nach Entwicklung
der Zirrhose. Nach 8 wochiger Zirrhoseinduktion mittels CCl, und wurde bis zur vollendeten
12. Woche Sorafenib gegeben (S8-12 Gruppe) (Abbildung 3). Altersgleiche Ratten wurden
als Kontrollratten (Gruppe N) benutzt. Die Durchfiihrung der Perfusionen erfolgte 6- 10 Tage
nach der letzten Behandlung mit CCl, und der letzten Gabe von Sorafenib bzw. dem

Tragerstoff.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung zur Dauer der Induktion der Zirrhose. Behandlung
jeweils einer Gruppe mit Sorafenib (blauer Balken) und einer Gruppe nur mit dem Tragerstoff
(gelber Balken) bzw. einer Gruppe fur 8 Wochen mit dem Tragerstoff und von Woche 8-12
mit Sorafenib.

3.3 Bivaskulare Leberperfusion mit Messung des sinusoidalen Drucks

Die Ratten wurden mittels intramuskulérer Injektion von Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg
Korpergewicht) und Xylazin (40 mg/kg Korpergewicht) andsthesiert. Das Abdomen wurde
eroffnet. Um die A. mesenterica sup. wurden, direkt nach ihrem Abgang aus der Aorta,
offene Ligaturen platziert.

Im nachsten Schritt wurden Ligaturen um die Aorta, cranial des Abgangs des Truncus
coeliacus und caudal des Abgangs der A. mesenterica superior gelegt. Zwei Aste des
Truncus coeliacus, die A. gastrica sinistra und die A. lienalis, sowie die A. gastroduodenalis,
ein Ast der A. hepatica communis wurden verschlossen. AnschlieRend wurde eine offene
Ligatur um den Oesophagus gelegt. Weiterhin wurden die Aa. renales beidseits, nach
Abgang aus der Aorta verschlossen. Es erfolgte nun die Kantlierung des Gallenganges (PE
10), um die Galleproduktion wahrend des gesamten Experimentes zu messen.

Als nachster Schritt wurden offene Ligaturen um die Portalvene und die V. cava inf. platziert.
Die Portalvene wurde nun mittels eines 14-Gauge Teflonkatheters kantiliert und die
Perfusion mit einer Flussrate von 30 ml/min mit oxygenierter (95% O,, 5% CO,) Krebs-

Henseleit Lésung, in einem nichtrezirkulierendem Modus gestartet.
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Um die V. cava inf. mit einem 14-Gauge Teflonkatheter zu kantlieren, wurde diese eréffnet
und anschlieRend die vorher gelegten offenen Ligaturen um die Portalvene und die V. cava
inf. geschlossen. AnschlieRend erfolgte die Kanulierung der Aorta unterhalb des Abganges
der A. mesenterica sup. mit einem 18-Gauge Teflonkatheter und es wurde die Perfusion mit
10 ml/min mit oxygenierter (95% O,, 5% CO,) Krebs-Henseleit-Losung in
nichtrezirkulierendem Modus begonnen. Um eine alleinige Perfusion der Leberarterie zu
erreichen, wurden nun die offenen Ligaturen um den Oesophagus und die Aorta
geschlossen. Da alle Aste der Aorta und des Truncus coeliacus, sowie der A. hepatica
communis verschlossen wurden, erfolgte nun die alleinige Perfusion der Leberarterie durch

den in die Aorta eingefiihrten Katheter (Abbildung 4).

Leberarterie \ Portalvene

o

A.
A. gastro- sslt:ca
duodenalis X ><
X
Truncus_—

coeliacus X

Katheter

A. lienalis

R

A. mesenterica

e Aorta/
\ Katheter

I AusfluRkatheter I

Abbildung 4: Schema zur Darstellung der bivaskularen Leberperfusion, mit Perfusion der
Leberarterie und Portalvene. Nicht abgebildet ist die Messung des sinusoidalen Druckes.

Nach Beginn der bivaskularen Leberperfusion wurde die Erdffnung des Abdomens erweitert
und der Thorax geoffnet. Es folgte die Offnung des rechten Atriums. Nun wurde ein Katheter
(PE 50) vom rechten Atrium aus tber V. cava inf. so weit in die Lebervene vorgeschoben, bis
eine geblockte (wegde) Position erreicht wurde. Diese diente als Vorraussetzung fur die
Messung des sinusoidalen Druckes. Zur Sicherung der Position des Katheters wurde eine
Ligatur um die V. cava inf. oberhalb des Zwerchfells gelegt und verschlossen. Es wurde eine
5-minltige Stabilisierungsperiode gestartet. Der Portalvenendruck, der Druck der
Leberarterie und der Wedge-Druck wurden kontinuierlich von drei separaten Transducern

(MLT 844, AD Instruments, USA) gemessen. Vor jedem Experiment wurden die Transducer
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auf Hohe des rechten Atriums mit einer Zweipunktkalibrierung geeicht. Mittels eines
PowerLab 8/30-Gerats (AD Instruments, USA), das mit den Transducern verbunden wurde,
erfolgte die digitale Aufzeichnung der Druckkurven mittels Chart 5-Software (AD Instruments,
USA).

3.4 Messung der Vasokonstriktion der Leberarterie mit Blockung von

Stickstoffmonoxid

Nach Beendigung der 5-minutigen Stabilisationsperiode, wurde die Versuchsanordnung auf
einen rezirkulierenden Modus umgestellt, indem der Perfusionskreis geschlossen wurde.
Wahrend der Stabilisations- und der experimentellen Periode erfolgte eine Oxygenierung
Uber eine zwischen dem Perfusionsreservoire und der Pumpe geschalteten kiinstlichen
Lunge. Fur die Dauer des gesamten Experiments wurde der
Stickstoffmonoxidsynthetaseblocker L-NMMA-bzw. Pufferldsung (Krebs-Henseleit-Lésung)
gegeben. Es wurde nun eine 21-minttige Inkubationszeit mit dem selektiven
Stickstoffmonoxidsynthetaseblocker L-NMMA (10 M) bzw. mit dem Lésungsmittel (Krebs-
Henseleit-Losung) begonnen. Nach 19 Minuten wurde der Wedge-Katheter geschlossen und
mit einer kontinuierlichen Messung des Wedge-Druckes begonnen. Um eine selektive
Perfusion von Portalvene und Leberarterie sicher zu stellen, wurde der Perfusionskreis nun
geodffnet. Ab der 21. Minute wurde kontinuierlich eine Dosis-Druck-Kurve der Leberarterie
erstellt. Dabei erfolgte in einem Intervall von 2 Minuten die Gabe von Methoxamin
(selektiver al-Rezeptorblocker). Es wurden sechs verschiedene Dosen von Methoxamin in
die Leberarterie infundiert, mit Konzentrationen von 10 M bis 3x10“ M. Am Ende jedes

Experimentes wurden Leber und Milz entfernt und gewogen.

3.5 Berechnungen der GefalRwiderstande

Der GefalRwiderstand der Leberarterie und der Portalvene wurden aus den entsprechenden
Flussgeschwindigkeiten der Perfusionslosung und den gemessenen Dricken der
Leberarterie bzw. der Portalvene nach dem Ohmschen Gesetz berechnet. Der sinusoidale
Widerstand wurde aus der Gesamtleberperfusion und dem gemessenen sinusoidalen Druck
(Wedge-Druck) ermittelt.
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3.6 Messung des Stickstoffmonoxid-Stoffwechselweges und von

Angiogenesemarkern in der Leberarterie und der Leber mittels Western-Blot

3.6.1 Probengewinnung

Die Tiere wurden mit Ketaminhydrochlorid (100 mg/kg Korpergewicht) und Xylazin (40 mg/kg
Kdrpergewicht) andsthesiert, das Abdomen eroffnet und die Leberarterie freiprapariert. Die
Portalvene wurde mit Hilfe eines 14-Gauge Teflonkatheters kandliert und die Perfusion mit
Krebs-Henseleit-Losung begonnen. Als nachstes erfolgten die Er6ffnung der Vena cava
inferior und die Perfusion. Diese wurde 2-3 min. durchgefiihrt, bis das Perfusat klar war.
Sofort wurden Leber und Leberarterie entnommen und bei -80°C gefroren. Die Proben
wurden aufgetaut und das erhaltene Gewebe homogenisiert mit einer Lésung von 2% Triton-
x-100, NaCl, EDTA, EGTA und Proteaseinhibitor. Die erhaltenen Lysate wurden 10 min. bei
13.000 Umdrehungen zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand abpippetiert und das

Pellet verworfen.

3.6.2 Proteinbestimmung mittels BCA-Methode

Mittels BCA-Methode (Bicinchoninsaure - Bicinchoninic acid) wurde die genaue
Proteinlésungsmenge jeder Probe ermittelt. Diese Methode zeichnet sich durch hohe
Empfindlichkeit und geringe Storanfalligkeit aus. Der Nachweis beruht darauf, dass Proteine
mit Cu**-lonen in alkalischer Lésung einen Komplex bilden (Biuret-Reaktion). Die Cu®- lonen
werden zu Cu*-lonen reduziert, die mit Bicinchinon-Saure (BCA) einen violetten Komplex
bilden. Durch die Starke der Absorption, kann man in Beziehung zur Absorption des
Proteinstandards mit bekannter Konzentration, die Proteinldsungsmenge der Proben
ermitteln. Als Standard diente Rinderserumalbumin (BSA). Es wurden folgende
Verdinnungen des Standards eingesetzt: 0 pg/ul; 0,1 pg/ul; 0,2 pg/ul; 0,4 pug/ul; 0,6 pg/ul;
0,8 pg/ul und 1 pg/pl. Von den Proben wurde eine 1:10 Verdinnung mit 0,9% NacCl
hergestellt. Je 10 pl der Probenverdinnung und der Standardreihe wurden untereinander in
eine 96-Well Platte pipettiert, alle Messungen erfolgten in Doppelbestimmung. Zu jeder
Probe und jedem Standard wurden nun 200 pl BCA- Reagenzlosung (1 Teil Cooper 2 enthalt
die Cu®*-lonen und 49 Teile BCA) gegeben und die Proben bei 37°C fiir 20 min. im
Warmeschrank mit Ruttler inkubiert. Anschlie3end erfolgten die Messung im
Mikroplattenreader bei 655 nm und die Erstellung der Eichgerade, sowie die Ermittlung der
genauen Proteinldsungsmengen jeder Probe, durch das Programm Microplate Manager. Die

Menge jeder Probe, die 20 pg geléstes Protein enthielt, wurde in ein extra Gefal3 pipettiert.
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3.6.3 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die Proteine (20pg) wurden mit 15 pl SDS Probenpuffer gemischt (SDS,

3-Mercaptoethanol, Bromphenolblau, pH 6,8). Dies erméglicht die Auftrennung der Proteine
der Grol3e nach. Die Proteine werden vollstandig denaturiert. Durch hydrophobe
Wechselwirkungen kommt es zur gleichmafiigen Beladung der Polypeptitketten mit dem
negativ geladenen SDS und es entsteht ein konstantes Ladungs-/Masse Verhaltnis. Die
negative Proteinlosung ist proportional zum Molekulargewicht der Proteine, somit ist die
Laufstrecke proportional zur Gré3e der Proteine. 3- Mercaptoethanol ist fur die Trennung der
Disulfidbriicken verantwortlich und erméglicht so die Wanderung der einzelnen Monomere.
Bromphenolblau dient dem sichtbar machen der Lauffront wéhrend der Elektrophorese.

Die Proben wurden kurz im Vortexer gemischt und fiir 5 min. im Thermomixer bei

95 °C erhitzt. AnschlieRend wurden die Proben fir wenige Sekunden zentrifugiert.

Die Ldsungen fur die Gele wurden nach folgendem Schema hergestellt:

10% Trenngel 30ml
Polyacrylamid 10,00 ml
1,5 M Tris pH 8,8 7,50 mi
Aqua dest. 12,04 mi
10% SDS 300 pl
TEMED 15 ul
10% APS 150 pl
9% Sammelgel 10 ml
Polyacryamid 3,00 ml
0,5 M Tris pH 6,8 2,50 ml
Aqua dest. 4,35 ml
10% SDS 100 pl
TEMED 5 ul
10% APS 50 ul
Tris-HCI, pH 8,8 15M
Tris 27,23 ¢
ddH,O 150 ml




Tris-HCI, pH 6,8 05 M

Tris 69

ddH,0O 100 ml

Die Polymerisation entsteht durch Wechselwirkung von APS und TEMED, durch die Bildung
freier Radikale. Das Trenngel wurde in die Kammer gefllt und bis zum oberen Rand mit
Ethanol aufgefillt. Dadurch entsteht eine glatte Geloberflache und das Trenngel kann unter
Luftabschluss auspolymerisieren. Nach der Auspolymerisation wurde das Ethanol entfernt
und das Sammelgel auf das Trenngel pipettiert, anschlieBend wurde ein Kamm eingesetzt.
Durch das Vorhandensein des Kamms im Sammelgel, wahrend dessen Auspolymerisation,
entstehen die einzelnen Taschen (Slots), in die spater die Proben geflillt werden. Nach
Auspolymerisation des Sammelgels wurde die Gelkammer mit 1x Laufpuffer (Tris, Glycine,
10% SDS) aufgefillt und der Kamm herausgezogen. In den ersten Slot wurde ein
Molekulargewichtsmarker gefillt. Mit Hilfe des Markers ist eine spéatere Zuordnung der
aufgetrennten Proteine zu einem Molekulargewicht mdglich. AnschlieRend wurden die
einzelnen Proben der Reihe nach in die Slotts pipettiert. Die Elektrophoreseapparatur wurde
an den Strom angeschlossen und auf 30 mA gestellt. Nachdem die Proteine das Trenngel
erreicht hatten, wurde der Strom auf 65 mA gestellt. Die Abschaltung des Stromes erfolgte,
als die Bromphenolblaufront die Gelunterkante erreicht hatte. Anschlie3end wurde die
Elektrophoreseapparatur auseinander gebaut. Das Sammelgel wurde nun vom Trenngel
getrennt und das Trenngel 2x 10 min. in 1x Transferpuffer (Tris, Glycin, 10% SDS)

gewaschen.

3.6.4 Western Blot

Nach Ablauf der Elektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine, in einer
Transferkammer, vom Gel auf eine PVDF-Membran (Polyvinylidenfluorid-Membran)
Ubertragen, da diese in der Lage ist, Proteine zu binden. Die Grundmaterialien fir PVDF sind
Fluorwasserstoff und Methylchloroform, die zu Chlordifluorethan und weiter zu
Vinylidenfluorid umgesetzt werden. Auf Grund der guten chemischen und thermischen
Bestandigkeit, sowie Stabilitat, eignen sich diese Membranen besonders gut. Als erster
Schritt wurde die PVDF-Membran kurz in Methanol aktiviert und anschlieRend mit Aqua dest.
gespult. Dann wurde sie fir mindestens 2 min. in 1x Transferpuffer gelegt. Zwei Filterpapiere
wurden zugeschnitten und zusammen mit zwei Schwammen ebenfalls in 1x Transferpuffer

uberfihrt.
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Ein Schwamm wurde auf die Anodenseite des Blotgerates platziert, darauf ein Filterpapier
und als nachstes das Trenngel. Uber das Trenngel wurde die PVDF-Membran gelegt und mit
einem Filterpapier und einem Schwamm Uberschichtet. Luftblasen wurden mit Hilfe einer
Glaspipette eliminiert. Die Transferkassette wurde nun in der Blotanlage befestigt und diese
mit Transferpuffer gefillt. Die Kammer wurde nun fur 3 Stunden bei 250 mA und
anschlief3end fir 30 min. bei 500 mA an den Strom angeschlossen. Nun wurde die Kammer
auseinander gebaut und der Marker mit Kugelschreiber markiert.

3.6.5 Antikdrperdetektion

Zur Antikorperdetektion wurde die PVDF-Membran zunachst mit 5% Blotto (Milchpulver, Tris,
NacCl, Tween 20) geblockt, um unspezifische Hintergrundreaktionen zu vermeiden.
AnschlieRend erfolgte die Inkubation mit den jeweiligen Primarantikdrpern fir 2 Stunden.
Hierbei wurden Antikérper gegen eNOS Type 3, phospho-eNOS, VEGF, VEGFR-2, PDGFR-
3, PDGF A, MAPK, phospho-MAPK in der Leberarterie und in der Leber verwendet.

Als Referenz wurden Antikdrper gegen 3-Actin (Teil des Cytoskelettes jeder Zelle, sollte
daher in jeder Probe gleich exprimiert sein) eingesetzt. Nach erfolgter Inkubation wurde die
PVDF-Membran 3 mal fir 5 min. in 1% Blotto gespiilt. AnschlieBend wurden die Blots flr
eine Stunde mit den sekundaren Antikdrpern inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Membran fur 3x 10 min. mit 1x Blotto gewaschen. Die durch Immunreaktionen entstandenen
Banden wurden anschlie3end mittels Chemolumineszenz sichtbar gemacht und auf einen
Rontgenfilm entwickelt. Hierfir wurde die Membran fur 2 min. in 8 ml ECL-L6sung (L6sung A
und B, 1:1) inkubiert, mit Haushaltsfolie eingewickelt und mit der Proteinseite nach oben in
eine Photokassette Uberfuhrt. Der Rontgenfilm wurde auf die Membran gelegt und die
Kassette geschlossen. Die Entwicklungszeiten waren an die jeweiligen Primarantikbrper
angepasst. Die Entwicklung wurde im Labor Molekulare Hepatologie der Universitatsklinik

und Poliklinik fur Innere Medizin | durchgefihrt.

3.7 Messung der Leberfibrose und des Remodelings

Aus dem rechten Leberlappen wurden sorgféltig Gewebeproben entnommen und mittels
Hamatoxylin - Eosin (HE) und Sirius red angefarbt. Mit Hilfe der Video - Mikroskopie wurden
die morphometrischen Analysen der arteriellen Geféal3e der gesamten Probe durchgefiihrt.
Die Abbildung der Probe wurde auf einem Computer erfasst und angezeigt, wobei ein

Imageanalyseprogramm verwendet wurde. Die Fibrose, sowie die rot angefarbte Flache, in
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Bezug zur Gesamtflache, wurden mittels Image J Software gemessen. Fir die
morphometrischen Analysen wurde der Umfang des GefalR3lumens in jedem Gefal? doppelt
gemessen und der Mittelwert als Kreisumfang genommen. Der Gefalddurchmesser wurde
aus der Gleichung LD=C/1t (LD=GefalRdurchmesser; C=Kreisumfang) berechnet, in
Annahme, dass der Gefal3querschnitt in vivo rund war. Jeweils doppelt, als linearer Abstand
zwischen Endothel und Adventitia, wurde die Wandstarke in jedem Gefald achtmal
gemessen (alle 45°) und die Werte gemittelt. Die Hamatoxylin positiven Nuclei wurden in
jedem Gefald ausgezahlt. Um verschiedene Gefalie miteinander vergleichen zu kénnen,
wurde das Verhaltnis von Wandstarke zu GefalRdurchmesser und die Anzahl Hamatoxylin
positiven Nuclei pro GefalRdurchmesser berechnet. Diese Werte wurden anschlie3end
benutzt, um die verschiedenen Gruppen miteinander zu vergleichen. Die morphometrischen
Analysen wurden von zwei unabhéngigen Untersuchern durchgeftihrt, wobei einer zu den

Perfusionsergebnissen verblindet war.

3.8 Statistische Analyse

Die Ergebnisse werden dargelegt, als Mittelwerte + Standardfehler.

Fur Vergleiche zwischen zwei verschiedenen Gruppen wurde der Mann — Whitney Test
verwendet, sowie die One-Way-ANOVA fur Vergleiche zwischen mehr als zwei Gruppen. Um
Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen festzustellen, wurde der Bonferroni Test
angewendet. Der Vergleich fur wiederholte Messungen wurde mittels multivariater Analyse
von wiederholten Messungen bewertet, gefolgt vom Bonferroni Test, um Unterschiede
zwischen den verschiedenen Gruppen festzustellen, p-Werte < 0.05 wurden als signifikant

angesehen.
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4. Ergebnisse

Von allen untersuchten Tieren, die wéahrend der gesamten Zirrhoseinduktion Sorafenib tber
ihr Trinkwasser erhielten, wurde es gut toleriert. Es waren keine Zeichen der Toxizitat, wie
Diarrh6, Hamorrhagien oder reduziertes Korpergewicht feststellbar und es kam zu keiner
Medikamenten induzierten Ubersterblichkeit.

4.1 Basale GefaRwiderstande

Die Werte der basalen GefaRwiderstande der Leberarterie, der Portalvene und der
sinusoidale GefalRwiderstand sind in Tabelle 1 dargestellt. Die erste Teilfragestellung
beschaftigte sich mit dem Zeitpunkt der Dilatation der Leberarterie. Zirrhotische Tiere mit
einer portalen Hypertension (C12) und Aszites hatten, wie bereits in einer friilheren Arbeit
unserer Gruppe gezeigt, einen signifikant niedrigeren GefalB3widerstand in der Leberarterie,
verglichen mit der Kontrollgruppe (N; Abbildung 5). Interessanterweise zeigten auch
zirrhotische Ratten ohne portale Hypertension (C8) einen signifikant niedrigeren basalen
Gefalwiderstand in der Leberarterie, verglichen mit der Kontrollgruppe (N). Die basalen
Gefalwiderstande zwischen den beiden Zirrhosegruppen (C8 vs. C12) unterschieden sich
nicht signifikant voneinander.

Nach Gabe von Sorafenib war der Widerstand der Leberarterie im Vergleich mit den Tieren
der Kontrollgruppe (N) zu keinem Zeitpunkt signifikant erniedrigt. In den Gruppen S8 und
S12 entsprach der Widerstand dem der Normaltiere und selbst nach Gabe von Sorafenib bei
bereits entwickelter Zirrhose (S8-12) war der Widerstand nicht signifikant verschieden zur
Kontrollgruppe. Vergleicht man die Zirrhosegruppen miteinander, zeigte sich ebenfalls eine
signifikante Erniedrigung des Widerstandes der Leberarterie der beiden Zirrhosegruppen (C8
und C12) im Vergleich mit der frihen und etablierten Zirrhose mit Sorafenibbehandlung (S8
und S12).

Der Widerstand der Portalvene (PVR), sowie der sinusoidale Widerstand (SVR) waren nach
12 wéchiger Behandlung mit CCl, signifikant erhdht im Gegensatz zu den Tieren der
Kontrollgruppe. Dieses Ergebnis zeigte sich ebenfalls bei zirrhotischen Tieren als auch bei
den mit Sorafenib behandelten Tieren. Es gab weiterhin keine Unterschiede zwischen den
beiden Zirrhosegruppen mit und ohne Behandlung von Sorafenib (C12 vs. S12).

Nach 8 wochiger Behandlung mit CCl, gab es keine signifikanten Unterschiede der beiden

Zirrhosegruppen verglichen mit den Normaltieren.
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Interessanterweise gab es ebenfalls keine Unterschiede zwischen den Tieren nach 8

wochiger Behandlung mit CCl, und den Tieren mit etablierter Zirrhose, die erst zwischen 8.
und 12. Woche mit Sorafenib behandelt wurden (C8 vs. S8-12). Es zeigte sich keine

Korrelation zwischen dem basalen Leberarterienwiderstand und dem portalvenésen, sowie

dem sinusoidalen GefalRwiderstand in den Zirrhoseratten.

Tabelle 1: basale GefalRwiderstande der verschiedenen Gruppen

Zirrhose Z\;\;ror::c;]see Sorafenib | Sorafenib | Sorafenib
Kontroll | Woche Woche 8 | Woche 12 | Woche 8
. 12 i’ N ]
gruppe | 8 (frihe (spate (frihe (spate bis
(N) Zirrhose ZirrF;lose Zirrhose Zirrhose | Woche 12
C8) C12) S8) S12) (S8-12)
W,'_‘éﬁfrtjr'ggr%er 8.9+ 5.6+ 5.9t 8.8% 9,43 7.7+
*
(HAR: 0.9 0.7 0.9 1.2 1.1 1.9
W'gg:f;ﬂgger 025+ | 026+ | 0.63+ 0.36+ 0.55+ 0.27+
] 0.03 0.03 0.14* 0.08 0.10* 0.06
(PVR;
Sinusoidaler
Widerstand 0.09+ 0.12+ 0.21+ 0.12+ 0.25+ 0.14+
(SVR: 0.01 0.01 0.04~ 0.02 0.04* 0.07

*p=0.02 in Bezug zur Kontrollgruppe (N)
®*p=0.08 in Bezug zur Kontrollgruppe (N)
*p>0.05 in Bezug zu den Zirrhosegruppen (C8 und C12)
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Abbildung 5: Widerstand der Leberarterie bei Kontrollen (Gruppe N), Zirrhosetieren nach 8
und 12 wochiger CCl, Behandlung (Gruppe C8 und C12) ohne und mit Sorafenibgabe
(Gruppe S8 und S12)

4.2 Dosis-Wirkungskurven mit Methoxamin

Die Dosis-Wirkungskurven der Leberarterie mit Methoxamin der Ratten im Stadium der
Zirrhose ohne portale Hypertension (C8 und S8) sind in der Abbildung 6 und 7 dargestellt.
Die Zirrhosegruppe (C8) zeigte ein deutlich geringeres Ansprechen auf Methoxamin im
Vergleich zur Kontrollgruppe (N). Die Sorafenibgruppe (S8) zeigte demgegenuber keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe (N). Zudem zeigte sich ein Unterschied
zwischen den zirrhotischen Gruppen mit und ohne Sorafenib, mit hheren
GefalRwiderstanden in der Sorafenibgruppe. Nach Inkubation mit dem NO-Synthaseblocker
L-NMMA erhdhte sich das Ansprechen lediglich in der Zirrhosegruppe (C8; Abbildung 7), so
dass sich nun nach Gabe von L-NMMA keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei
Gruppen mehr aufzeigen lieRen. Die Dosis-Wirkungskurven der Leberarterie mit Methoxamin
der Ratten mit Zirrhose und portaler Hypertension (C12 und S12) sind in der Abbildung 8 und
9 dargestellt. Zirrhotische Ratten mit portaler Hypertension (C12) zeigten ein deutlich

geringeres Ansprechen auf Methoxamin im Gegensatz zu den Tieren der Kontrollgruppe (N).
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Nach Gabe von Sorafenib (S12) konnte hier im Gegensatz zu den Tieren mit beginnender
Zirrhose eine geringere Kontraktion jedoch ohne signifikanten Unterschied zu den anderen
beiden Gruppen festgestellt werden. Die Sorafenibgruppe lag zwischen Zirrhosegruppe
(C12) und Kontrollgruppe (N). Der maximale GefalRwiderstand der Leberarterie war in den
Kontrolltieren (N) signifikant héher als in den Zirrhosetieren (C12; 25.2+0.7 vs. 17.3+2.0
mmHg*min™*ml™; p<0.001). Dies zeigte sich ebenfalls bei Tieren nach Sorafenibgabe (S12)
verglichen mit den Kontrolltieren (19.5+1.4 mmHg*min™*ml™*; p=0.001). Zwischen beiden
Zirrhosegruppen (C12 und S12) bestand hingegen kein Unterschied (p=0.25).

Nach Inkubation mit L-NMMA lieRen sich keinerlei Unterschiede mehr zwischen den drei
Gruppen mehr feststellen (Abbildung 9). Der maximale GefaRwiderstand in Anwesenheit von
L-NMMA hingegen war weiterhin erniedrigt in beiden Zirrhosegruppen (C12: 19.89+4.38
mmHg*min™*ml™; S12: 20.88+3.27 mmHg*min™*ml™) im Vergleich mit den Tieren der
Kontrollgruppe (N: 25.71+1.72 mmHg*min™*ml*, p<0.05).

In der Dosis-Wirkungskurve der Leberarterie mit Methoxamin der zirrhotischen Ratten nach
Sorafenibgabe zwischen der 8. und 12. Woche (S8-12) zeigte sich ein héheres Ansprechen
im Vergleich mit den zirrhotischen Ratten (C12). Nach Gabe von L-NMMA zeigte sich keine
signifikante Erhdhung des Ansprechens. Die Dosis-Wirkungskurve war vergleichbar mit der

Kurve nach langerfristiger Gabe von Sorafenib (S12) (Abbildung 10).
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Abbildung 6: Dosis- Wirkungskurven mit Metoxamin bei Zirrhosetieren mit 8 wochiger CCl,
Gabe mit und ohne Sorafenib und Kontrolltieren in der Leberarterie; Kontrolle vs. CCl,
p=0.046; Kontrolle vs. Sorafenib p=1.00; CCl, vs. Sorafenib p=0.068
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Abbildung 7: Dosis- Wirkungskurven mit Metoxamin bei Zirrhosetieren mit 8 wochiger CCl,
Gabe mit und ohne Sorafenib und Kontrolltieren in der Leberarterie in Anwesenheit des NO
Synthase Blockers L-NMMA; Kontrolle vs. CCl, p=0.013; Kontrolle vs. Sorafenib p=1.00;
CCl, vs. Sorafenib p=0.038
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Abbildung 8: Dosis- Wirkungskurven mit Methoxamin bei Zirrhosetieren mit 12 wochiger CCl,
Gabe mit und ohne Sorafenib und Kontrolltieren in der Leberarterie; Kontrolle vs. CCl,
p=0.162; Kontrolle vs. Sorafenib p=0.206; CCl, vs. Sorafenib p=1.00
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Abbildung 9: Dosis- Wirkungskurven mit Methoxamin bei Zirrhosetieren mit 12 wochiger CCl,
Gabe mit und ohne Sorafenib und Kontrolltieren in der Leberarterie, in Anwesenheit des NO-
Synthase Blockers L-NMMA,; Kontrolle vs. CCl, p= 0.047; Kontrolle vs. Sorafenib p= 0.034;
CCl, vs. Sorafenib p=1.00
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Abbildung 10: Dosis- Wirkungskurven mit Methoxamin bei Zirrhosetieren nach
Zirrhoseentwicklung (S8-12) und Kontrolltieren in der Leberarterie.
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4.3 Western Blot

4.3.1 ERK Expression in der Leberarterie und der Leber

Die Expression von ERK1/2 und phospho-ERK1/2, in der Leberarterie, waren signifikant
unterschiedlich zwischen den drei Versuchsgruppen (p=0.003 und p=0.023; Abbildung 11).
Die Expression von ERK1/2 und phospho-ERK1/2 war signifikant erhoht in der Arterie der
zirrhotischen Tiere ohne portale Hypertension (C8) verglichen mit den Kontrolltieren (N;
p=0.002 und p=0.02). Im Gegensatz dazu lagen die Werte der entsprechenden
Sorafenibgruppe (S8) fur ERK1/2 und phospho-ERK1/2 unterhalb der Zirrhosegruppe (C8)
und oberhalb der Kontrollgruppe (N).

Im Stadium der Zirrhose mit portaler Hypertension, entsprechend einer 12 wdchigen CCl,
Behandlung waren keine signifikanten Unterschiede in der ERK1/2 und phospho-ERK1/2
Expression mehr feststellbar (Abbildung 12).

Im Lebergewebe zeigte sich ein vergleichbares Bild. Die ERK1/2 Expression war signifikant
unterschiedlich in der Gruppe ohne portale Hypertension (p=0.002), wobei in der
Zirrhosegruppe (C8) eine erhohte Expression im Vergleich mit der Kontrollgruppe (N) zu
verzeichnen war (p= 0.002). In der Sorafenibgruppe (S8) befand sich die Expression wie bei
der Leberarterie unterhalb der Zirrhosegruppe (C8) und oberhalb der Kontroligruppe (N;
Abbildung 13).

Die Expression von ERK1/2 in der Gruppe mit portaler Hypertension zeigte signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen (p=0.014), wobei es in der Zirrhosegruppe
(C12) zu einer erhohten Expression im Vergleich mit der Kontrollgruppe (N) kam (p=0.014).
In der Sorafenibgruppe (S12) war, &hnlich der Gruppe ohne portale Hypertension eine
erniedrigte Expression im Gegensatz zur Zirrhosegruppe (C12) und eine erhdhte Expression
im Gegensatz zur Kontrollgruppe (N) darstellbar (Abbildung 14).

Phospho-ERK1/2 war nicht signifikant unterschiedlich in den verschiedenen Gruppen mit und

ohne portaler Hypertension (Abbildung 13 und 14).

4.3.2 ENOS Expression in der Leberarterie und der Leber

Die eNOS Expression der verschiedenen Gruppen in der Leberarterie war signifikant
unterschiedlich in den Tieren ohne portale Hypertension (p=0.036). Wie in der Abbildung 11
ersichtlich, zeigten die Western Blots der Leberarterien eine hbhere eNOS Expression der
Zirrhosegruppe ohne portale Hypertension (C8) verglichen mit den Tieren der

Kontrollgruppe, welche grenzwertig signifikant war (N; p=0.06). Durch Sorafenibgabe
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verringerte sich die Expression von eNOS bei den zirrhotischen Tieren ohne portale
Hypertension (S8), wobei sich die Werte der Expression der Kontrollgruppe annéherten
(p=n.s.; Abbildung 11).

Im Gegensatz dazu, zeigte sich die eNOS Expression nicht signifikant verschieden in den
Leberarterien der Tiere mit portaler Hypertension (Abbildung 12).

In der Leber zeigte sich keine unterschiedliche eNOS Expression fir die verschiedenen
Gruppen, sowohl nach 8 wdchiger, als auch nach 12 wéchiger Behandlung mit CCl,
(Abbildung 13/14).

4.3.3 VEGF R2 und VEGF Expression in der Leber

Die Expression von VEGF R2 war in den Gruppen ohne portale Hypertension signifikant
unterschiedlich (p=0.015). In den zirrhotischen Lebern ohne portale Hypertension (C8), gab
es eine hohere Expression von VEGF R2 im Vergleich zu den Lebern mit zusatzlicher
Sorafenibgabe (S8; p=0.015; Abbildung 13).

Bei den Tieren mit portaler Hypertension konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den einzelnen Gruppen festgestellt werden (Abbildung 14).

Die VEGF Expression war nicht signifikant verschieden in den Lebern der drei Gruppen mit

und ohne portaler Hypertension (Abbildung 13/14).

4.3.4 PDGF A und PDGFRR Expression in der Leber

Die Expression von PDGF A und PDGF R in der Leber zeigte signifikante Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen (p=0,001 und p=0,001). Die Tiere aus der Zirrhosegruppe
ohne portale Hypertension (C8) zeigten eine signifikant hohere Expression von PDGF A in
der Leber, verglichen mit den Tieren aus der Sorafenibgruppe (S8; p=0,007) und den Tieren
aus der Kontrollgruppe (N; p=0,001).

PDGFRZR zeigte eine signifikant hohere Expression in den Lebern der Zirrhosetiere (C8), im
Vergleich mit den Kontrolltieren (N; p=0,001). Ebenfalls héher war die Expression bei den
Tieren aus der Sorafenibgruppe (S8), verglichen mit der Kontrollgruppe (N; p=0,026;
Abbildung 13).

GleichermalRen unterschieden sich auch in der Gruppe der portalen Hypertension die drei
Gruppen in ihrer PDGF A und PDGFRR Expression in der Leber (p=0,002 und p=0,05). Die
Zirrhosegruppe (C12) zeigte eine flr PDGF A signifikant hohere Expression und fir

PDGFRZR eine grenzwertig signifikant hohere Expression, verglichen mit der Kontrollgruppe
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(N; p=0,02 und p=0,08). Die Sorafenibgruppe (S12) konnte keine Unterschiede in der
Expression im Vergleich mit beiden anderen Gruppen zeigen und lag erneut oberhalb der
Kontrollgruppe (N) und unterhalb der korrespondierenden Zirrhosegruppe (C12; Abbildung
14).
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Abbildung 11: Ergebnisse der Western Blots, ERK %2, pERK %2 und eNOS Expression bei
den Zirrhosetieren nach 8 wochiger CCl,-Gabe mit und ohne Sorafenib und Kontrolltieren in
der Leberarterie; eNOS p=0.036, CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.06; ERK1/2 p=0.003, CCl, vs.
Kontrollgruppe p=0.002; phospho-ERK1/2 p=0.023, CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.02
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Abbildung 12: Ergebnisse der Western Blots, ERK %2, pERK %2 und eNOS Expression bei
den Zirrhosetieren nach 12 wdchiger CCl,-Gabe mit und ohne Sorafenib und Kontrolltieren in
der Leberarterie
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Abbildung 13: Ergebnisse der Western Blots von VEGF, VEGF R2, PDGF A, PDGFRR,
ERK1/2 und phospho-ERK1/2 Expression in den Lebern nach 8 wochiger CCl, Behandlung;
ERK 1/2 p=0.002; CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.002; VEGF R2 p=0.015, CCl, vs. Sorafenib
p=0.015; PDGF A p=0.001, CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.001, Sorafenib vs. CCl, p=0.007;
PDGFRR p=0.001; CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.001, Sorafenib vs. Kontrollgruppe p=0.02
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Abbildung 14: Ergebnisse der Western Blots von VEGF, VEGF R2, PDGF A, PDGFRR,
ERK1/2 und phospho-ERK1/2 Expression in den Lebern 12 wéchiger CCl, Behandlung;
ERK 1/2 p=0.014, CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.014; PDGF A p=0.02, CCl, vs Kontrollgruppe
p=0.02; PDGFRIM p=0.05, CCl, vs. Kontrollgruppe p=0.08
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4.4 Messung von Fibrose und Remodeling

Das Ausmal? der Fibrose wurde in Tieren mit portaler Hypertension untersucht. Es zeigte
sich, dass in Tieren, die mit Sorafenib behandelt wurden (S12; 23.7+ 2.6%), im Vergleich zu
Tieren ohne Sorafenibbehandlung (C12; 32.9+3.9%; p=0.05) der Grad der Fibrose geringer
war.

Der Gefalldurchmesser (LD) der Leberarterien betrug 57,6£17,7 um in den Normaltieren,
91.3452.8 um in Ratten ohne portale Hypertension (C8) und 106.0+78.1 um in den Arterien
der Zirrhosetiere mit portaler Hypertension (C12).

Die Wandstéarke (WT) in Bezug auf den GefalRdurchmesser der Leberarterien der
Kontrollgruppe betrug 0,18+0,05 (p=n.s. vs. C8; p=0,002. vs. C12 und S12; p=0,04 vs. S8-
12), in der Zirrhosegruppe ohne portale Hypertension (C8) 0,10+0,05 und in der
Zirrhosegruppe mit Sorafenibbehandlung ohne portale Hypertension (S8) 0,18+0,07 (p=n.s.
vs. C8; p=0,001 vs. C12 und S12, p= 0,031 vs. S8-12) (Tabelle 2, Abbildung 15) .

Weiterhin betrug die Anzahl der kleinen Gefal3muskelzellen (N/LD) in der Zirrhosegruppe mit
portaler Hypertension (C12) 0,07+£0,04, in der Zirrhosegruppe mit Sorafenibbehandlung und
portaler Hypertension(S12) 0,06+0,02 und in der Zirrhosegruppe mit Sorafenibbehandlung
von Woche 8-12 (S8-12) 0,09+0,03. Die Anzahl der kleinen GefaRmuskelzellen (N) in Bezug
zum GefalRdurchmesser war in den Leberarterien der Kontrollgruppe 0.47+0.08 (p= 0,028 vs.
C8; p=<0,001 vs. C12 und S12; p= 0,002 vs. S8-12), in der Zirrhosegruppe ohne portale
Hypertension (C8) 0,29+0,11 und in der Zirrhosegruppe mit Sorafenibbehandlung ohne
portale Hypertension (S8) 0,51+0,17 (p= 0,001 vs. C8; p<0,001 vs. C12 und S12, S8-12).
Weiterhin betrug N/LD in der Zirrhosegruppe mit portaler Hypertension (C12) 0,17+0,06, in
der Zirrhosegruppe mit Sorafenibbehandlung und portaler Hypertension(S12) 0,16+0,05 und
in der Zirrhosegruppe mit Sorafenibbehandlung von Woche 8-12 (S8-12) 0,24+0,07 (Tabelle
2, Abbildung 16).

Tabelle 2: WT/LD und N/LD der verschiedenen Gruppen

Kontrolle C8 S8 C12 S12 S8-12
WT/LD 0,18+0,05 | 0,10+0,05 | 0,18+0,07 | 0,07+0,04* | 0,06+0,02* | 0,09+0,03%
N/LD 0,47+0,08 | 0,29+0,11* | 0,51+0,17 | 0,17+0,06" | 0,16+0,05" | 0,24+0,07*

*p= 0,002 in Bezug zur Kontrollgruppe
®p= 0,04 in Bezug zur Kontrollgruppe

#

+

p=0,028 in Bezug zur Kontrollgruppe
p<0,001 in Bezug zur Kontrollgruppe
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Abbildung 15: Wandstarke/GefalRdurchmesser in den verschiedenen Zirrhosegruppen, nach
8 wochiger und 12 wdchiger Gabe von CCl, mit und ohne Sorafenibgabe und Sorafenibgabe
von Woche 8-12 und Kontrolltieren; Kontrolle vs. C8 p=0,072; Kontrolle vs. C12 p=0,002;
Kontrolle vs. S12 p=0,002; Kontrolle vs. S8-12 p= 0,04; S8 vs. C8 p=0,056; S8 vs. C12
p=0,001; S8 vs. S12 p=0,001; S8 vs. S8-12 p=0,031
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Abbildung 16: Anzahl der kleinen GefalBmuskelzellen/Gefaldurchmesser in den
verschiedenen Zirrhosegruppen, nach 8 wochiger und 12 wéchiger Gabe von CCl, mit und
ohne Sorafenibgabe und Sorafenibgabe von Woche 8-12 und Kontrolltieren; Kontrolle vs. C8
p=0,028; Kontrolle vs. C12 p<0,001; Kontrolle vs. S12 p<0,001; Kontrolle vs. S8-12 p=0,002
S8 vs. C8 p=0,001; S8 vs. C12 p<0,001; S8 vs. S12 p<0,001; S8 vs. ccl4 S8-12 p<0,001
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5 Diskussion

5.1 Veranderungen der Leberarterie im Stadium der Zirrhose ohne portale

Hypertension

Die Hauptkomplikation der Zirrhose, die portale Hypertension, wird im Wesentlichen
verursacht durch den erhéhten intrahepatischen Widerstand und den vermehrten
Bluteinstrom uber die Portalvene [10]. Diese Veranderungen sind einerseits Folge einer
vermehrten intrahepatischen Bildung von Vasokonstriktoren (hauptsachlich Endothelin-1)
und verminderter Bildung von Vasodilatatoren (hauptsachlich NO) [14, 15] und andererseits
Folge einer vermehrten Vasodilatation im Splanchnikusgebiet [13].

In dieser Arbeit konnten das erste Mal die verschiedenen Stadien der Funktion und Struktur
der Leberarterie wahrend der Zirrhoseentstehung aufgezeigt werden.

Interessanterweise war der Widerstand der Leberarterie bereits nach 8 wdchiger Behandlung
mit CCl, erniedrigt. Da der gewdahlte Zeitpunkt einem Zeitpunkt in der Zirrhoseentstehung
entspricht, an dem eine kompensierte Zirrhose (Zirrhose ohne Aszites) vorliegt und der
portale Druck noch nicht erhdht ist, scheint die hepatisch-arterielle Durchblutungssteigerung
nicht von der verminderten portal-vendsen Durchblutung anhéngig zu sein. Urséchlich
koénnte vielmehr ein gesteigerter Sauerstoffbedarf der Leber wahrend der Entstehung der
Zirrhose sein. Dabei wurde bereits in einer vorherigen Studie die vermehrte Expression des
Adenosin Al-Rezeptors nachgewiesen. Dieser Rezeptor wird vor allem unter hypoxischen
Bedingungen exprimiert. Die Vermittlung der Dilatation durch den Adenosin-Al-Rezeptor
erfolgt dabei Uber Stickstoffmonoxid [63]. Tatsachlich fanden wir in der vorliegenden Arbeit,
dass die Vasodilatation der Leberarterie in diesem Stadium der Zirrhose hauptsachlich durch
erhdhte Konzentrationen von Stickstoffmonoxid (NO) hervorgerufen wird. Dieses Ergebnis
zeigte sich sowohl anhand der Western Blots, als auch anhand der Dosis-Wirkungskurven
mit Methoxamin, da es bei den Zirrhosetieren in den Gefal3en nach Blockung von NO durch
L-NMMA in gleichem Ausmalf3 wie bei den Kontrolltieren zu einer Vasokonstriktion kam.
Uber den NO-vermittelten Signalweg kommt es zur Erhohung der Konzentration an ERK 1/2
(Abbildung 17) [68]. Dies zeigen die Ergebnisse der Western Blots, hier waren die
Konzentrationen an ERK 1/2, sowie auch seiner aktiven Form pERK 1/2 signifikant erhoht in

der Zirrhosegruppe, im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 17: Darstellung des endothelialen NO-vermittelten Signalweges der Angiogenese
(Mod. Nature Publishing Group)

Die erh6hte Produktion von NO und somit vermehrte hepatisch-arterielle Durchblutung
kénnte durch die bei der Entwicklung der Zirrhose entstehenden Hypoxie andererseits aber
auch uber den vermehrten shear stress verursacht sein, wobei Hypoxie einer der initialen
Faktoren der Zirrhoseentstehung darstellt [69-71].

Der von der hypoxischen Leber vermehrt bengtigte Sauerstoff kann u.a. durch eine
vermehrte Durchblutung der Leberarterie bereitgestellt werden. Vermutlich gibt es dafur

verschiedene Mediatoren, u.a. Adenosin und NO [63, 72]. Fiur diese Theorie wiirde das
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Ergebnis sprechen, dass in Zirrhosetieren nach Blockung von NO ein Ansprechen in der
Leberarterie auf den Vasokonstriktor Methoxamin erreicht werden konnte, welches dem der
Normaltiere entsprach. Demnach ware die erhdhte hepatisch-arterielle Durchblutung
unabhangig von der portalen Durchblutung und keine Folge, der in diesem Stadium noch
nicht verminderten portal-venésen Durchblutung. Dieses Ergebnis wiirde auch gegen eine
reine gegensinnige Reaktion der Regulation der Leberartieriendurchblutung auf eine
Veranderung der portal-venésen Durchblutung, wie es in der hepatic arterial buffer response

angenommen wird, sprechen.

5.2 Veranderungen der Leberarterie im Stadium der Zirrhose mit portaler Hypertension

Im Stadium der Zirrhose mit portaler Hypertension zeigte sich, genau wie im Stadium der
Zirrhose ohne portale Hypertension, ein signifikant erniedrigter GefaRwiderstand der
Leberarterie. In diesem Stadium war, im Gegensatz zur friihen Phase der Zirrhose, als
Unterschied ein signifikant erhéhter Portaldruck zu messen.

Unsere Ergebnisse legen nahe, dass NO nicht mehr alleinige Hauptursache fiir die arterielle
Vasodilatation zu sein scheint, dies zeigt sich sowohl in den Western Blots, als auch in den
Dosis-Wirkungskurven mit Methoxamin. Auffallig ist in der Phase der portalen Hypertension,
dass es im Gegensatz zur Zirrhose ohne portale Hypertension durch Blockung von NO
mittels L-NMMA nicht mehr zu einem kompletten Angleichen der Kurven von Zirrhosetieren
und Normaltieren kommt. Als indirekter Parameter fiir eine niedrigere NO-Produktion wiesen
ERK 1/2 und pERK 1/2 in diesem Stadium keine signifikanten Unterschiede mehr auf.

Eine mogliche Erklarung fur diese Unterschiede ware, dass es im Stadium mit portaler
Hypertension, ein Zustand der Uber einen langeren Zeitraum besteht, bereits zu strukturellen
Veranderungen der Leberarterie durch Remodeling und Angiogenese gekommen ist.

Diese scheinen im Stadium ohne portale Hypertension noch nicht so stark ausgepragt zu
sein. Tatsachlich fanden wir signifikante Unterschiede in der Anzahl der kleinen
Gefallmuskelzellen der Leberarterie zwischen zirrhotischen Tieren ohne und mit portaler
Hypertension. Dies wiirde auch die Unterschiede in der Kontraktionsfahigkeit der
Leberarterie zu den unterschiedlichen Zeitpunkten erklaren kénnen. Dafiir kbnnten weiterhin
die erhéhten Konzentrationen von Angiogenesemarkern, wie VEGF, VEGF R2, PDGF und
PDGF R, im Stadium ohne portale Hypertension der Zirrhose sprechen. Unsere Hypothese
besteht aus der Uberlegung, dass auf Grund der vorhandenen Hypoxie es zur vermehrten
Induktion von VEGF, sowie dessen Rezeptor kommen kdnnte.

Im Spéatstadium der Zirrhose haben wir vor allem eine Erhdhung von PDGF gefunden. Dies

kénnte dafur sprechen, dass sich in diesem Stadium die durch vorherige Angiogenese neu
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gebildeten Blutgefale stabilisieren, sich allerdings wohl nicht mehr so viele neue Blutgefalie
bilden wie im Frihstadium der Zirrhose (VEGF Konzentration entspricht im Wesentlichen
dem der Normaltiere).

Als dritten Mechanismus nach Vasodilatation, Neoangiogenese sind weiterhin strukturelle
Veradnderungen der Leberarteriengefawand vorhanden. Die anfangs vor allem durch NO
und Adenosin dilatierte Leberarterie erfahrt zunehmend durch die dauerhafte Senkung ihres
Widerstandes im Endstadium der Zirrhose eine Veranderung ihrer GefalRwandarchitektur,
entsprechend einem Gefaliremodeling [51, 73]. Dabei wird eine Abnahme der
GefalRwanddicke und eine Abnahme der GefaBwandmuskulatur beobachtet. Dies flhrt
letztendlich zu einer Abnahme der Kontraktionsfahigkeit der Leberarterie.
Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass die Veranderungen der Leberarterie bei
Zirrhose ohne portale Hypertension mit einer durch NO-vermittelten Vasodilatation
einhergehen. Neoangiogenese und strukturelle Veranderungen scheinen eher Phanomene

der fortgeschrittenen Zirrhose zu sein.

5.3 Therapiemaoglichkeiten der Zirrhose/portalen Hypertension

Die im Moment eingesetzten Therapieverfahren bei Leberzirrhose sind begrenzt. Viele
medikamenttse Therapien zielen auf eine Reduktion des Portaldruckes ab und der
hepatisch-ventse Druckgradient (ein Mal3 fir den portalen Druck) wird benutzt, um die
Effizienz der Medikamentenwirkung zu beurteilen [6, 9, 74, 75].

Vor allem unselektive 3-Blocker werden zur Reduktion des Portaldruckes eingesetzt, der
Wirkmechanismus beruht dabei auf einer direkten Reduktion des intrahepatischen
GefalRwiderstandes und auf Reduzierung des Bluteinstroms in die Portalvene [76].

Doch der Therapie mit 3-Blockern sind auf Grund von Nebenwirkungen [77] und
Kontraindikationen Grenzen gesetzt. Zudem gibt es einen nicht zu vernachlassigbaren Teil
von Patienten, die nicht auf die Therapie mit 3-Blockern im Sinne einer ausreichenden
Portaldrucksenkung anspricht [78-80]. Weitere Therapiemdglichkeiten bei Zirrhose bieten
Nitrate [13]. Sie sind allerdings nicht als alleinige Therapie etabliert [81].

Alle diese Therapien haben jedoch ihre Grenzen, vor allem in der Langzeitanwendung
bestehen auf Grund von hohen Nebenwirkungsraten erhebliche Complianceprobleme. Daher
ist es besonders wichtig, neue Therapien und Behandlungsmdglichkeiten zu entwickeln. In
diesem Zusammenhang konnten Mejias et al. bereits erste Erfolge durch
antiangiogenetische Therapie zeigen. Durch Einsatz des Multikinaseinhibitors Sorafenib
konnte u.a. der Portaldruck und der Grad der Fibrose gesenkt werden [39]. Die Wirkung der

Sorafenibgabe auf die Leberarterie ist in diesem Zusammenhang nicht untersucht worden
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und war Teil der hier vorgestellten Arbeit. Die Fragestellung beschaftigt sich einerseits mit
der Frage der Wirkung von Sorafenib als Angiogenesehemmer auf die Neoangiogenese der
Leberarterie und andererseits mit der Wirkung auf die hepatisch-arterielle Durchblutung.

5.4 Veranderungen der Leberarterie im Stadium der Zirrhose ohne portale

Hypertension nach Gabe des Multikinaseinhibitors Sorafenib

Sorafenib wurde wéahrend der Entstehung der Zirrhose kontinuierlich gegeben.

Die Gabe von Sorafenib verhindert die Vasodilatation der Leberarterie im Stadium der
Zirrhose ohne portale Hypertension. Ursachlich fanden wir fur die Vasodilatation in diesem
Stadium eine Uberhdhte Produktion von NO. Als erstes Ergebnis fanden wir, dass die
Leberarterie bei den Tieren die mit Sorafenib behandelt wurden, im Gegensatz zu den
Zirrhosetieren, noch nicht dilatiert ist. Ihr GefaRwiderstand entspricht dem der Normaltiere.
Die Dosis-Wirkungskurve mit Methoxamin zeigte keinen Unterschied zu Normaltieren und
eine Blockung von NO bewirkt im Gegensatz zur Zirrhosegruppe kein besseres Ansprechen
auf Methoxamin. Es ist also in diesem Stadium durch Gabe von Sorafenib noch zu keiner
Ubermafgigen Produktion von Stickstoffmonoxid (NO) gekommen. Diese Aussage wird
ebenfalls von den Ergebnissen der Western Blots gestiitzt. Es finden sich in der
Sorafenibgruppe keine signifikanten Unterschiede zu den Normaltieren.

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass Sorafenib im Fruhstadium der Zirrhose in der

Lage ist die erhdhte NO-Produktion nahezu vollstandig zu unterbinden.

5.5 Veranderungen der Leberarterie im Stadium der Zirrhose mit portaler Hypertension

nach Gabe des Multikinaseinhibitors Sorafenib

Interessanterweise fanden wir einen nur gering veranderten Ruhewiderstand in der
Leberarterie, verglichen mit Tieren mit unbehandelter Zirrhose. Urséchlich dafir ist
wabhrscheinlich eine Kombination der Blockung verschiedener Mechanismen durch
Sorafenib, im Sinne von Beeinflussung sowohl dynamischer als auch struktureller
Veradnderungen. In spateren Stadien der Zirrhose mit portaler Hypertension war Sorafenib in
unseren Experimenten nicht mehr in der Lage, die erh6hte Produktion von NO vollstandig zu
unterbinden. Dies zeigen sowohl die Ergebnisse der Western Blots, als auch die Dosis-
Wirkungskurven mit Methoxamin. Nach Blockung von NO durch L-NMMA (einem
unselektiven NO-Produktionshemmer) zeigten sowohl die Zirrhosegruppe, als auch die mit

Sorafenib behandelte Gruppe ein signifikant geringeres Ansprechen auf Methoxamin,
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verglichen mit der Kontrollgruppe. Dies kdnnte weiterhin zeigen, dass es in beiden
Zirrhosegruppen bereits zu irreversiblen strukturellen Veranderungen wie Remodeling und
Neoangiogenese gekommen ist.

Die Hypothese wird weiterhin von den Ergebnissen der Western Blot- Untersuchungen
gestutzt. Diese zeigen in beiden Zirrhosegruppen fast gleiche Werte und bekréaftigen, dass
es in beiden Zirrhosegruppen zu einer ahnlichen NO- Produktion im Stadium der portalen
Hypertension gekommen ist.

Demgegenuber konnte eine verkirzte Gabe von Sorafenib, begonnen nach Etablierung einer
Zirrhose ohne portale Hypertension bis zum Zeitpunkt der Entwicklung einer portalen
Hypertension positive Effekte zeigen. Diese Tiere hatten trotz einer 12 wochigen Behandlung
mit CCl, sowohl einen normalen Gefal3widerstand der Leberarterie, als auch normale Driicke
der Portalvene und des sinusoidalen Gefal3bettes. Sorafenib scheint bei diesen Tieren
sowohl die Veranderungen in der Leberarterie als auch den portalen Hypertonus zu
beeinflussen. Bei den Dosis-Wirkungskurven mit Methoxamin zeigten die Tiere mit
Sorafenibbehandlung von Woche 8 bis Woche 12 ein héheres Ansprechen auf Methoxamin.
Die Gabe des NO-Blockers L-NMMA veranderte das Ansprechen auf Methoxamin, im
Gegensatz zur Zirrhosegruppe, nicht signifikant. Sorafenib konnte bei diesen Tieren also die
erhdhte NO- Produktion zumindest teilweise unterbinden. Dieses Ergebnis steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen, die ab Beginn tber die gesamte Zeit der Induktion einer
Zirrhose eine Behandlung mit Sorafenib erhielten.

Eine mogliche Erklarung fir das bessere Ansprechen auf die Sorafenibbehandlung kdnnte
die Dauer und der Zeitpunkt der Behandlung sein. Dass die Tiere ein anderes Verhalten
nach einer kiirzeren Behandlung (4 Wochen) mit Sorafenib haben, kénnte bedeuten, dass
Sorafenib vor allem bei Kurzzeitbehandlungen wirksam ist und bei Langzeittherapien andere
Stoffwechselwege fur Veranderungen der hepatisch-arteriellen Durchblutung aktiviert werden
bzw. es zu einer Resistenzentwicklung kommt. Besonders interessant flir mogliche spéatere
Therapien ist, dass Sorafenib auch nach Entstehung der Zirrhose noch Wirksamkeit zeigt
und somit scheinbar geeignet ist, den Komplikationen der etablierten Zirrhose, vor allem der
portalen Hypertension, wirksam entgegen zu wirken. Es konnte in der Vergangenheit bereits
gezeigt werden, dass Gewebe, die mit antiangiogenetischen Substanzen behandelt wurden,
verschiedene Arten der Resistenzentwicklung zeigen. Dies konnte bei Behandlungen mit
verschiedenen antioangiogenetisch wirksamen Substanzen, u.a. auch Sorafenib, in der
Tumorbehandlung gezeigt werden [82]. Fir die Resistenzentwicklung gibt es verschiedene
maogliche Mechanismen. Es gibt die so genannten klassischen Mechanismen, wie
Genmutationen und Veranderungen in der Medikamentenaufnahme und
Medikamentenausscheidung [83, 84] und als weiteren Mechanismus die vermehrte

Aktivierung alternativer Signalwege in der Angiogenese, denn Sorafenib blockt VEGF zwar
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selektiv, aber nicht spezifisch [85, 86]. Unsere Ergebnisse kénnten in diesem
Zusammenhang interpretiert werden und dadurch moglicherweise die Abnahme der
Wirksamkeit der Sorafenibgabe tber einen langeren Zeitraum erklaren.

In Studien, die eine Senkung des Portaldruckes nach Gabe von Sorafenib zeigen konnten,
wurde Sorafenib im Allgemeinen tber eine kurze Zeitspanne gegeben. In der Studie von
Coriat et al. wurden Patienten mit fortgeschrittenen Stadien eines HCCs und portaler
Hypertension, Sorafenib tiber eine Zeit von 30 Tagen gegeben. Es zeigte sich eine
signifikante Reduktion des portalen Druckes, welche nach weiteren 30 Tagen vollstéandig
reversibel war [64]. In der Studie von Reiberger et al. kam es ebenfalls zur signifikanten
Reduktion des Portaldruckes, bei nicht zirrhotischen Tieren mit préahepatischer portaler
Hypertension, nach 7 tagiger Gabe von Sorafenib (10mg kg*7d") [87].

Auch die Studie von Henneberg et al. zeigte eine signifikante Reduktion des Portaldruckes in
Ratten mit Gallengangsligatur und Zirrhose, nach 7 tagiger Sorafenibgabe, allerdings in sehr
hoher Dosis (60 mg/kg*/d"). Die Sorafenibgabe fand fiinf Wochen nach Gallengangsligatur
statt. In diesem Stadium lag bereits eine etablierte Zirrhose mit Aszites vor [88]. Dass
Sorafenib auch in diesem Stadium noch in der Lage war, den Portaldruck zu senken, lasst
wie auch durch unsere Studie vermuten, dass Sorafenib auch bei bereits entwickelter
Zirrhose, sowohl in Frithstadien, als auch in Spéatstadien wirksam ist. In all diesen Studien
wurde Sorafenib fur sehr kurze Zeit gegeben (7-30 Tage). Das es nach 12 wdchiger Gabe,
wie in unserem Experiment nicht mehr dieselbe Wirkung verglichen mit kiirzerer
Behandlungszeit hat, lasst vermuten, dass sich nach langerer Behandlung Resistenzen
bilden. Dies kénnte u.a. dadurch bedingt sein, dass Sorafenib nur einen Teil im Signalweg
der Angiogenese blockt und nach langerer Anwendung andere proangiogenetische Faktoren
heraufreguliert werden. Auch bekannt ist die anti-apoptotische/pro-survival Funktion von
Wachstumsfaktoren wie VEGF, die besagt, das hohe lokale Konzentrationen von VEGF die
Wirkung von verschiedenen Inhibitoren der Angiogenese antagonisieren kénnen [89].

Diese Erkenntnisse konnten eine kombinierte antiangiogenetische Therapie in Zukunft
erstrebenswert machen. Durch die Kombination von Angiogenesehemmern, die
verschiedene Stellen der Angiogenese blocken, kénnte eine Resistenzentwicklung in Zukunft
vielleicht vermieden oder zumindest minimiert werden. Alternativ kann Sorafenib zur
kurzfristigen Behandlung der portalen Hypertension auch bei bereits etablierter Zirrhose

eingesetzt werden.
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6 Zusammenfassung

Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass bei Vorliegen einer Zirrhose die Leberarterie
unabhangig vom portalen Druck dilatiert ist. Daflr ursachlich kdnnte ein gesteigerter
Sauerstoffbedarf der Leber wahrend der Entstehung der Zirrhose sein. Die Dilatation der
Leberarterie wird vor allem tber Stickstoffmonoxid vermittelt. Strukturelle Ver&nderungen,
wie Neoangiogenese oder Remodeling, scheinen in diesem Stadium ohne portale
Hypertension noch keine funktionelle Rolle zu spielen.

Dementsprechend konnten wir durch Blockung von Stickstoffmonoxid eine vollstéandige
Angleichung der Dosis-Wirkungskurven auf einen Vasokonstriktor in der Leberarterie
erreichen. Im Stadium mit portaler Hypertension kommt es neben der Erhéhung der
Stickstoffmonoxid-vermittelten Vasodilatation der Leberarterie auch zu strukturellen
Veranderungen (Neoangiogenese und Remodeling), die eine vollstéandige Korrektur der
Vasodilatation mit einem Stickstoffmonoxidblocker nicht mehr erméglicht.

Durch Gabe des Angiogenesehemmers Sorafenib lasst sich im Stadium ohne portale
Hypertension der Zirrhose die erhéhte Bildung von NO vollstandig unterbinden. Im Stadium
mit portaler Hypertension der Zirrhose ist Sorafenib nach langfristiger Anwendung nicht in
der Lage, die erhdhte Stickstoffmonoxidproduktion zu senken. Different dazu ist bei
kurzfristiger Anwendung, auch bei bereits etablierter Zirrhose, die Therapie mit Sorafenib in
der Lage, der hepatisch-arteriellen Vasodilatation teilweise entgegenzuwirken.

Sorafenib kdnnte auf Grund unserer Ergebnisse als therapeutische Option im Stadium ohne
portale Hypertension méglicherweise das Spektrum der medikamentdsen Therapie in

Zukunft erweitern.
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10.

Thesen

Leberzirrhose geht mit einer Zunahme des portalen Druckes und Abnahme der
portal-vendsen Durchblutung einher, wobei es durch einen verminderten Blutfluss
Uber die Portalvene in die Leber kompensatorisch zur vermehrten Durchblutung der
Leberarterie kommt (hepatic arterial buffer repsonse).

Die Vasodilatation der Leberarterie im Friuhstadium der Zirrhose ist durch eine
erhohte Konzentration an NO bedingt.

Es kommt schon im Frihstadium der Zirrhose zu einer Dilatation der Leberarterie
ohne Vorliegen einer portalen Hypertension, wobei die Ursache der vermehrten
Durchblutung der Leberarterie der durch Hypoxie verursachte Mehrbedarf an
Sauerstoff der Hepatozyten sein kdnnte.

Demnach ware die erhohte hepatisch-arterielle Durchblutung in diesem Stadium
unabhangig von der portalen Durchblutung und keine Folge, der in diesem Stadium
noch nicht verminderten portal-venésen Durchblutung.

Zur Neoangiogenese und Remodeling der Leberarterie kommt es hauptsachlich im
Spatstadium der Zirrhose.

Der verminderte Widerstand der Leberarterie kann sowohl im Frihstadium, als auch
bei etablierter Zirrhose durch die Gabe des Multikinaseinhibitors Sorafenib
unterbunden werden.

Im Stadium mit portaler Hypertension der Zirrhose ist Sorafenib nach langfristiger
Anwendung nicht in der Lage die erhdhte Stickstoffmonoxidproduktion suffizient zu
senken.

Different dazu ist bei kurzfristiger Anwendung, auch bei bereits etablierter Zirrhose,
die Therapie mit Sorafenib in der Lage, der hepatisch-arteriellen Vasodilatation
teilweise entgegenzuwirken.

Der portale Druck und der sinusoidale Widerstand waren bei etablierter Zirrhose,
aul3er bei Ratten mit vier wochiger Sorafenibbehandlung, signifikant erhoht.
Sorafenib kdnnte auf Grund unserer Ergebnisse als therapeutische Option im
Stadium der Zirrhose ohne portale Hypertension méglicherweise das Spektrum der

medikamentdsen Therapie in Zukunft erweitern.
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