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1. Abkurzungsverzeichnis

ACh(-R) Acetylcholin(rezeptor)

ADH Antidiuretisches Hormon

Akt/PKB Proteinkinase B

AT-1 Angiotensin-Typ 1

BDL Bile duct ligation

BH,4 Tetrahydrobiopterin

BSA Bovine serum albumin

CB1 Cannabinoid

CCly Tetrachlorkohlenstoff

CaM Calmodulin

CAMP zyklisches Adenosinmonophosphat
cGMP zyklisches Guanosinmonophosphat
CO Kohlenstoffmonoxid

CGRP Calcitonin gene-related peptide
DAG Diacylglycerol

DDT 15-20 Basenpaare-lange Oligoprimer
DNA, cDNA Desoxyribonukleinsdure, Copy-Desoxyribonukleinsdure
EDRF Endothelial-derived relaxing factor
ET-1 Endothelin-1

FRET Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer
GI-Trakt Gastrointestinaltrakt

GTP Guanosintriphosphat

HRS Hepatorenales Syndrom

HVPG Hepato-venous pressure gradient
5-HT Serotonin

HzZV Herzzeitvolumen

IP3 Inositoltriphosphat

ISMN Isosorbid-5-Mononitrat

KBF Kollateraler Blutfluss

KOH Kaliumhydroxid



L-NAME

MAD

M-MLV

NANC

NF-xB

NO

NOS-1/nNOS

NOS-2/iNOS

NOS-3/eNOS

NTP, dNTP

PBF

PBS

PCR

PGl,

PI

PIP,

PKA

PKB

PKG

PLC

PP

PSS

PVI

PVL

RAAS

RNA
MRNA
rRNA
tRNA

SDS

Ser

sGC

NC-nitro L-arginine methyl ester
Mittlerer arterieller Druck
Moloney murine leukemia virus
Nicht-adrenerg nicht-cholinerg
Nekrosefaktor kB
Stickstoffmonoxid

Neuronale NO-Synthetase
Induzierbare NO-Synthetase
Endotheliale NO-Synthetase
Nukleosidtriphosphat, Desoxynukleosidtriphosphat
Portaler Blutfluss
Phosphate-Buffered Saline
Polymerase chain reaction
Prostazyklin

Phosphoinositol
Phosphoinositolbiphosphat
Proteinkinase A

Proteinkinase B

Proteinkinase G

Phospholipase C

Portal pressure
Porto-systemischer Shunt
Portal-vendser Einstrom

Portal vene ligation
Renin-Angiotensin-Aldosteron-System
Ribonukleinsdure

messenger RNA

ribosomale RNA
Transfer-RNA

Sodium dodecyl sulfat

Serin

Losliche (soluble) Guanylylcyclase



SVR
VASP
VIP
TNF-a

Systemic vascular resistance
Vasodilator-stimuliertes Phosphsoprotein
Vasoaktives intestinales Peptid

Tumornekrosefaktor o



2. Einleitung

2.1 Pathogenese der Leberzirrhose

Die Leberzirrhose als histopathologisch definiertes Krankheitsbild ist mit einer Reihe von
klinischen Manifestationen verbunden. Als chronische Erkrankung ist die Leberzirrhose
Spétfolge verschiedener Lebererkrankungen [28]. Die Inzidenz in Europa und USA betrégt ca.
250/ 100 000/ Jahr [63].

Das Krankheitsbild ist durch einen Umbau der Leberarchitektur gekennzeichnet. Zerstérung der
Lé&ppchen- und der Gefal3struktur der Leber mit entztindlicher Fibrose und Distorsion der GefaRe,
Ausbildung bindegewebiger Septen zwischen benachbarten Portalfeldern oder zwischen
Portalfeldern und Zentralvenen sowie die Ausbildung von Regeneratknoten charakterisieren das
Krankheitsbild [28].

Hepatische Sternzellen umgeben die Endothelzellen im Perisinusoidalraum. Die zahlreichen
zytoplasmatischen Ausldufer der hepatischen Sternzellen reichen bis in den intersinusoidalen,
perisinusoidalen oder subendothelialen Raum und kleiden den sinusoidalen Umfang aus [117].
Aufgrund ihrer Morphe, Lokalisation und Reagibilitdt gegenuber Endothelin-1 wurde den
hepatischen Sternzellen die Funktion als Perizyten zugeschrieben, die in der sinusoidalen
Flussregulation eine Rolle spielen [108].

Es findet ein portal-ventses Remodelling statt, das mit einem inflammatorischen Prozess beginnt.
Aktivierte hepatische Sternzellen wandeln sich in Myofibroblasten um, die zu einer
perisinusoidalen Kollagenose fihren [13]. Das portalvendse Remodelling bewirkt eine
intrahepatische Widerstandserhthung, die den Portaldruck erhoht.

Ab welchem Zeitpunkt die Fibrosierung der Leber irreversibel wird, ist nicht bekannt. Die
Leberzirrhose ist als gemeinsame Endstufe verschiedener chronischer Leberschaden zu
betrachten. Die klinischen Manifestationen sind eher vom Schweregrad der Leberschadigung als
von der Atiologie der Krankheit abhangig. Der Verlust des Leberparenchyms kann zu Ikterus,
Aszites und Odemen, Gerinnungsstérungen und metabolischen Storungen fiihren. Fibrose und
Veranderung der GefaRarchitektur fuhren zum Pfortaderhochdruck mit seinen Folgen wie

Osophagusvarizen und Splenomegalie. Aszites und die hepatische Enzephalopathie, die auch als



porto-systemische  Enzephalopathie bezeichnet wird, konnen sowohl Ausdruck der
Leberinsuffizienz als auch des Pfortaderhochdruckes sein [28].

Die Klassifikation der Zirrhose erfolgt unter Beriicksichtigung der Atiologie und Morphologie in
(1) alkoholisch, (2) kryptogen und posthepatitisch, (3) biliar, (4) kardial und (5) metabolisch,
genetisch und toxisch/medikamentds [28].

2.2 Hamodynamische Veranderungen bei Leberzirrhose und portale

Hypertension

Bei fortgeschrittener Leberzirrhose wird der klinische Verlauf von Patienten von verschiedenen
Komplikationen bestimmt. Dazu gehoren der Pfortaderhochdruck, Aszites, auf deren Boden eine
spontan bakterielle Peritonitis entstehen kann, die Splenomegalie, das hepatorenale Syndrom, die
hepatische Enzephalopathie und das hepatozelluldre Karzinom [28]. Die Leberzirrhose ist in
westlichen Léandern die haufigste Ursache flr einen klinisch relevanten Pfortaderhochdruck (in
60% der Félle) [28]. In diesem Kapitel werden hamodynamische Verdnderungen behandelt, die
zu einem Pfortaderhochdruck fiihren. Diverse hdmodynamische Komplikationen, die mit der
portalen Hypertension verbunden sind, werden ebenfalls in den Blick genommen.
Die Leber ist ein gut durchblutetes Organ, das zu zwei Drittel vom vendsen Blut der Pfortader
und zu einem Drittel vom sauerstoffreichen Blut der Arteria hepatica gespeist wird [63]. Der
normale Druck im Pfortadersystem liegt bei 3 bis 6mmHg, da der Gefalwiderstand in den
Sinusoiden niedrig ist. Ein Pfortaderdruck >10mmHg ist meist durch einen erhéhten Widerstand
im portalen Stromgebiet bedingt. Da Venenklappen fehlen, kann jeder Anstieg des Widerstandes
vom rechten Herzen bis zum Splanchnikus zu einer retrograden Druckerhéhung fihren [49].
Der porto-systemische Druckgradient (hepato venous pressure gradient, HVPG) ist der
Druckunterschied zwischen dem Pfortaderdruck und dem Druck in der Vena hepatica bzw. der
Vena cava inferior und reprasentiert den Perfusionsdruck. Der Portaldruckgradient ergibt sich aus
dem portalen Blutfluss und dem GeféBwiderstand in der Leber. Diese Beziehung ist mit dem
Ohmschen Gesetz festgelegt [22]:

U=IxR bzw. AP =QxR
AP ist der portale Druckgradient. Q stellt den Blutfluss im gesamten portalen Geféal3system dar,
der im Falle der portalen Hypertension die porto-systemischen Kollateralen einbezieht. R ist der
gesamte intrahepatische Widerstand. Das Ohmsche Gesetz unter Berucksichtigung der Hagen-



10

Poiseuilleschen Beziehung gibt den hdamodynamischen Zusammenhang in GefaRen wieder [56].
Der Viskositatskoeffizient ist n, r ist der Radius des GeféaRes und L gibt die Lange an. Wahrend
sich die Viskositat des Blutes und die Lange des Gefélies kaum andern, beeinflusst der Radius
erheblich den Widerstand. Die vierte Potenz des Radius, wie sie in der Formel nach Hagen-
Poiseuille eingesetzt wird, verdeutlicht, dass geringe Anderungen des Radius groRe
Auswirkungen auf den Druckgradienten haben:

AP = Qx%
o

4

Zur Regulation des Blutflusses tragen portale Venolen, hepatische Arteriolen, zentrale Venulen
und Sinusoide mit ihrem Einlass- und Auslasssphincter und sinusoidale Zellen wie hepatische
Sternzellen und sinusoidale Endothelzellen durch ihre kontraktile Eigenschaft bei. Es ist
anzumerken, dass nicht die Leber den portalen Fluss kontrolliert, sondern die Widerstandsgefale
der splanchnischen Organe [54].

Portale Hypertension ist eine hdmodynamische Folge des zirrhotischen Umbaus der Leber, der zu
einem erhohten intrahepatischen Widerstand flhrt. Zusatzlich zum erhéhten intrahepatischen
Widerstand kommt eine Steigerung des intrahepatischen vaskuléren Tonus hinzu, die den HVPG
zwischen Vena portae und Vena cava erhoht [49]. Kontraktile Strukturen, wie glatte
Muskelzellen oder Myofibroblasten tragen zu der aktiven Vasokonstriktion bei. Die Hypothese,
dass der Pfortaderhochdruck durch eine Erhéhung des intrahepatischen Widerstandes verursacht
wird, wird auch als ,Backward flow“-Theorie bezeichnet [22,56]. Die Beobachtung einer
GefaRerweiterung im Splanchnikus haben Blendis und Wong [16] in der frihen Phase der
kompensierten Zirrhose als passive Relaxation beschrieben, die mit einer passiven Akkomodation
eines expandierten Blutvolumens und einer supprimierten Plasma-Renin-Aktivitat assoziiert ist.
Die Volumenexpansion im Splanchnikus fuhrt zu einer Erhdhung des portalen Hypertonus und zu
einer Zunahme der Scherkrafte, die unter anderem die Freisetzung von Vasodilatatoren férdern.
Vasodilatation ist als Erweiterung bereits vorhandener GefaRe oder als Offnen préaexsistenter
arterio-venoser Kanéle definiert [16]. Die Formation portosystemischer Shunts ermdglicht eine
Umgehung der Leber, wodurch der Pfortaderdruck jedoch nicht gesenkt wird. In einem
Parallelkreislauf ist der Druckgradient Uber jedem Teilwiderstand gleich; der Strom hingegen teilt
sich in Teilstrome auf. Die Beziehung der Widersténde ist reziprok:

AP = AP = AP, Q=0Q:1+Q 1/R=1/R; +1/R;
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Daher nimmt es nicht Wunder, dass der Pfortaderdruck durch die Kollateralenbildung nicht
vermindert wird. Der Fluss durch die Leber wird jedoch durch die Erhéhung des intrahepatischen
Widerstandes verringert, was das Flussvolumen in den Kollateralen erhéht.

Sinusoidal and :
i sinusoidal ¢ /I'\, Hepatic arteriolar

"1, resistance
resistance Rs R,

Portal
Rgé venular

| resistance
Portal RS ]T H2

coliateral /

resistance

Aonta

Splanchnic
arteriolar
resistance

Abb. 1 In der splanchnischen Zirkulation stehen die GefaBwiderstande entweder in einem seriellen oder
parallelen Verhaltnis zueinander [56]. Trotz der Kollateralenbildung wird der Portaldruck nicht gesenkt, lediglich

der Fluss wird in den Kollateralen erhoht, wie es bei einem Parallelkreislauf der Fall ist.

Das Verhaltnis der Widerstdnde in der A. hepatica (R1), in den splanchnischen Arteriolen (R2),
im portalen GeféaRbett (R3), die sinusoidalen und postsinusoidalen intrahepatischen Widerstdnde
(R4) und der Widerstand der Kollateralkreislaufe (R5) &ndert sich bei portaler Hypertension. Das
meiste Blutvolumen nimmt durch die erhebliche Widerstandssenkung und Vasodilatation den
Weg durch R2 und R5 [56]. Gleichzeitig nimmt der Portaldruck, der sich aus dem Produkt aus
Fluss und Widerstand ergibt, zu, was zu einem Circulus vitiosus im Sinne einer sukzessiven

Erhohung der portalen Hypertension fihrt.
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Stérungen der Funktionelle
Architektur Storungen (aktive |g¢——
(Fibrose) Vasokonstriktion)
Erhohter
intrahepatischer
Widerstand

Portale
Hypertension

Splanchnische
Vasodilatation

Erhohter portaler / - _
Blutfluss Effektive Hypovolamie

und reduziertes
zentrales Blutvolumen

/

Aktivierung endogener vasoaktiver
Systeme (RAAS, Sympathikus, ADH)

Abb. 2 Bei der ,,Backward Flow*-Theorie ist die intrahepatische Widerstandserhohung Ursache der
portalen Hypertension [22]. Es entsteht ein Circulus vitiosus durch die Aktivierung endogener vasoaktiver Systeme

und durch den erhéhten portalen Blutfluss, was zu einer Zunahme des Portaldruckes fiihrt.

Neben der ,,.Backward Flow“-Theorie, die durch den erhohten intrahepatischen Widerstand
verursacht wird, exsistiert eine andere Theorie, die die Entstehung eines portalen Hypertonus
erklart. Eine prakapillare splanchnische Erniedrigung des Widerstandes, die zu einer Zunahme
des Flussvolumens im splanchnischen GeféaRbett fuhrt, wird als ,,Forward Flow*-Theorie [22,56]
bei chronischer portaler Hypertension bezeichnet. Die splanchnische hyperdynamische
Zirkulation fihrt zu einer systemischen hyperdynamischen Zirkulation, die durch ein hohes
Herzzeitvolumen (HZV) und einen niedrigen splanchnischen arteriellen Widerstand
gekennzeichnet ist. Diese Hypothese betrachtet die Entstehung von Aszites als Ergebnis einer
arteriellen Dilatation im splanchnischen Stromgebiet, die zu zwei Ereignissen fuhrt. Es wird
Bezug auf die Zunahme in der splanchnischen Mikrozirkulation genommen, die den
Kapillardruck und die Permeabilitat wie auch die Lymphformation erhéht. Das andere Ereignis
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hédngt mit der arteriellen Drucksenkung zusammen. Die arterielle Druckabnahme im
Splanchnikus flhrt zu einer arteriellen Hypotension, die ein Trigger fur das Renin-Angiotensin-
Aldosteron-System (RAAS) der Niere ist. Eine Aktivierung des RAAS und des Sympathikus als
antinatriuretische Systeme und des Antidiuretischen Hormons (ADH) mit Wasserretention sind
gegenregulatorische Mechanismen bei arterieller Hypotension. Angiotensin bewirkt eine
Vasokonstriktion in der Niere und in den nicht-splanchnischen Gebieten, die nicht von der
hyperdynamischen Zirkulation betroffen sind. Bei einer Vasokonstriktion im renalen Kreislauf
werden Natrium und Wasser retiniert, was eine Zunahme des zirkulierenden VVolumens zur Folge
hat. Durch die enorme Volumenzunahme vor allem im Splanchnikus tritt freies Wasser aus dem

Geféalisystem in den Bauchraum, was die Entstehung von Aszites zur Folge hat.
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Endogene splanchnische
Vasodilatatoren
(NO, PG, Glucagon, CO,
Adrenomedullin, endogene
Cannabinoide)

v

Splanchnische arterielle
Vasodilatation

v

Vermehrter splanchnischer Fluss mit
zunehmender splanchnischer und
systemischer Vasodilatation

Barorezeptor- Hepatorenaler
aktivierung Reflex
Aktivierung Renin-
von RAAS, Angiotensin
Sympathikus i
ymp Hyperdynamische

und ADH . .
Zirkulation
L Natrium- und Wasserretention -«
Abb. 3 Bei der ,,Forward-Flow*-Theorie ist eine splanchnische arterielle Dilatation Ausléser fir den

portalen Hypertonus [22]. Die arterielle Druckabnahme im Splanchnikus filhrt zu einer arteriellen Hypotension, was
eine renale Gegenregulation durch das Renin-Angiotensin-Aldosteron-System zur Folge hat. Die Natrium- und

Wasserretention filhrten zu einer Zunahme der hyperdynamischen Zirkulation.

Aszites

Aszites ist als freie Flussigkeit in der Peritonealhthle definiert. Eine splanchnische Sequestration
von Flussigkeit infolge des Pfortaderhochdruckes kann zur Reduktion des -effektiven
Blutvolumens (,,underfilling”) fuhren. Zusétzlich kann eine periphere arterielle Vasodilatation
mit Erhohung des HZV und einer Senkung des mittleren arteriellen Druckes (MAD) einen
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Barorezeptorenreflex mit Aktivierung des RAAS, des Sympathikus und des ADH-Systems
auslosen [28]. Hydrostatische Druckerh6hung im Splanchnikus durch Volumenzunahme,
mangelnde Ruckresorption der interstitiellen Flissigkeit durch Abnahme des kolloidosmotischen
Druckes wie auch Austritt von Leberlymphe kénnen zur Aszitesbildung fiihren. Bei Patienten mit
Leberzirrhose ohne ausgepréagten Pfortaderhochdruck und Hypoalbumindmie bildet sich selten

Aszites.

Hamodynamische Veranderungen und Kreislaufdysregulation bei portaler Hypertension

Die portale Hypertension ist anfanglich durch einen vermehrten portalen Zufluss bei erhohtem
Widerstand gekennzeichnet. Diese portal-vendse Flusszunahme ist mit einer splanchnischen
arteriellen Dilatation gekoppelt, die sich auf die systemische arterielle Zirkulation auswirkt. Unter
einer solchen hyperdynamischen Zirkulation sind eine Erhéhung des HZV und eine Erniedrigung
des MAD und des SVR zu verstehen. Die Zunahme der arteriellen Hypotension wird durch
kompensatorische Mechanismen wie das RAAS und den Sympathikus gegenreguliert.

Im normalen Zustand gleicht der hepatische Fluss dem Fluss im Splanchnikus. Bei portaler
Hypertension hingegen wird das meiste Blut (60-80%) durch die Kollateralkreislaufe umgeleitet.
Die Offnung préexsistenter arterio-vendser Kanale und die Bildung von Shunts sind Ausdruck
der Umgehung des Widerstandes der Leber.

Auch andere Organe, wie die Lunge und das Gehirn, sind von der hyperdynamischen Zirkulation
betroffen [68]. Von der generalisierten VVasodilatation ist aber die Niere ausgenommen, da sie auf
die relative Hyponatridamie mit einer Vasokonstriktion und Natrium- und Wasserretention
reagiert, was zur Ausbildung eines hepatorenalen Syndroms (HRS) fhrt.
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Splanch- Renale Systemische Pulmonale Zirkulation
nische Zirkulation Zirkulation Zirkulation des Gehirns
Zirkulation
v
Vasodilatation Vasokonstriktion 4 Vasodilatation | | Vasodilatation | | Vasodilatation |
- Erhéhter - Na/H,0- - Erhéhtes - Arterielle Hirnddem
Blutfluss Retention HZV (bis zum Hypoxamie
- Zunahme des -HRS Herversagen) - Hepato-
Pfortaderhoch- - Peripherer O,- pulmonales
druckes Mangel Syndrom
Abb. 4 Hamodynamische Verénderungen bei portaler Hypertension sind in den einzelnen Organgebieten

zu beobachten [68]. Mit Ausnahme der Vasokonstriktion im renalen Stromgebiet findet als gegenregulatorische
Reaktion auf die Hypotension durch eine erhéhte splanchnische Dilatation eine generalisierte Vasodilatation in den

anderen Organgebieten statt.

Die hyperdynamische Zirkulation im Splanchnikus und in den oben genannten Organen wird vor
allem durch vasodilatatorische Mediatoren vermittelt. Es wird vermutet, dass vasodilatatorische
Substanzen, die im Bereich des Splanchnikus gebildet durch den reduzierten intrahepatischen
Fluss nicht oder vermindert in der Leber metabolisiert werden, im systemischen Kreislauf
akkumulieren. Untersuchungen an parakrinen Substanzen wie Stickstoffmonoxid (NO) und
Prostazyklin haben ergeben, dass diese Substanzen eine wichtige Rolle in der hyperdynamischen
Zirkulation bei portal-hypertensiven Ratten spielen. Biecker et al. [12] haben jedoch gezeigt, dass
NOS-3-Knock out-Mduse auch einen portalen Hypertonus entwickeln. Es zeigen sich erhohte
NOS-1-mRNA- und NOS-1-Protein-Level bei NOS-3-Knock out-Mé&usen, was dafur spricht,
dass NOS-1 auch eine wichtige Rolle bei der portalen Hypertension spielt.

NO spielt eine Schllsselrolle in der splanchnischen Vasodilatation. Die Gabe von NO-
Antagonisten hat eine Vasokonstriktion im splanchnischen und systemischen Kreislauf gezeigt.
Der vasokonstriktive Effekt ist signifikant grofRer bei portal-hypertensiven Ratten als bei
normalen Kontrolltieren, was ein Hinweis auf eine exzessive NO-Produktion bei portaler
Hypertension ist. Diese Annahme erklért auch die Hyporeagibilitat gegenlber VVasokonstriktoren
bei portaler Hypertension [110].
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Die spatere Phase bei dekompensierter Zirrhose zeichnet sich durch eine Vasodilatation und eine
relative Hypotension trotz erhohter VVasokonstriktorenlevel aus, die Folge der hyperdynamischen
Zirkulation ist. Diese Vasodilatation ist in erster Linie auf die ventsen Gefdle als
Kapazitatsgefalle bezogen, da es 60-80% des gesamten Blutvolumes [16] unter anderem durch
die Shunts fassen kann. Bei dekompensierter Leberzirrhose ist eine verminderte vaskuldre

Reaktivitat wie auch eine autonome Neuropathie zu beobachten [16].

2.3 Vasoaktive Substanzen

Blutfluss und vaskularer Widerstand werden durch Stickstoffmonoxid [86], Kohlenstoffmonoxid
(CO) [49,142], Endothelin-1 (ET-1) [161] und Prostanoide (Prostazyklin) [138] und eine Reihe
weiterer Substanzen reguliert [69]. Die vasoaktiven Substanzen interagieren mit nicht-
parenchymalen Zellen wie sinusoidalen Endothelzellen, hepatischen Sternzellen und
Kupfferzellen [64,140,119].

Das GefaRendothel setzt funktionelle Antagonisten frei, die den Tonus der GeféaBmuskulatur
beeintrachtigen. NO senkt den GefaRtonus und inhibiert die Glatte-Muskel-Zell-Proliferation,
ET-1 dagegen steigert den vaskuldaren Tonus und die Proliferation glatter Muskelzellen [133]. Die
elektrophysiologischen Mechanismen, die der Tonusregulation unterliegen, schlieBen K+- und
spannungsabhangige Calcium-Kanéle wie auch den Anstieg von Second Messengern wie z.B.
CGMP ein. Ein zunehmender Anstieg des Blutvolumens vermehrt die NO-Produktion und
inhibiert gleichzeitig die ET-1-Produktion [119].

Vasokonstriktoren Vasodilatatoren
Endothelin Stickstoffmonoxid (NO)
Angiotensin |1 Kohlenstoffmonoxid (CO)
Noradrenalin Glucagon
Thromboxan A, PGlI,
Substanz P Bradykinin
Serotonin (5-HT) Neuropeptide (CGRP, VIP)
Thrombin Adrenomedullin

TNF-a

Endocannabinoide

Tabelle 1 Vasoaktive Substanzen wirken konstriktorisch oder dilatatorisch auf die GefalRmuskulatur.
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2.3.1 Stickstoffmonoxid als wichtigster VVasodilatator

Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) ist ein Gas, das bei der Konversion von L-Arginin zu L-
Citrullin entsteht. Der endothelial-derived relaxing factor (EDRF) wurde 1987 von Palmer et al.
als Stickstoffmonoxid identifiziert. NO ist ein Gas mit einer kurzen Halbwertszeit, das in die
glatte Gefal3muskulatur diffundiert.

Bradykinin i
Acetylcholine | Ca®+

W

Shear stress

Endothelium

Mcicowe

Abb. 5 Stickstoffmonoxid (nitric oxide, NO) vermittelt die Relaxation der glatten Muskelzelle unter

physiologischen Bedingungen /[91] Die NO-Synthetase reagiert auf Anderungen des intrazellularen
Calciumspiegels. Bei der Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin entsteht NO, das die Guanylylcyclase und damit

das zyklische Guanosin-Monophosphat (cGMP) aktiviert und zu einer Relaxation der glatten Muskelzelle fiihrt.

Die Guanylyl-Cyclase katalysiert die Umwandlung von GTP zu cGMP. CGMP ist der sekundare
Botenstoff, der eine Tonussenkung induziert [76]. Von den NOS-Isoformen sind nNOS (NOS-1)
[24], INOS (NOS-2) [160] und eNOS (NOS-3) [130] bekannt. Die im Endothel vorkommende
NOS-3 ist in allen endothelialen Zellen vorhanden. Sie ist durch eine Calcium-Abhéangigkeit
gekennzeichnet und wird durch verschiedene Faktoren wie flussbedingte Scherkrafte aktiviert.
Die Produktion von iNOS ist nicht Calcium-abhéngig und wird durch Endotoxine und Zytokine
in Gang gesetzt [4]. Die neuronale NO-Synthetase kommt in neuronalen Zellen und in peripheren
Nerven vor [98].
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Das funktionale Spektrum von NO ist sehr weit und reicht von einer Vasodilatation tber
zytoprotektive, antiinflammatorische und antiapoptotische Eigenschaften bis hin zu einer
Thrombozyteninhibition [36].

Bereits unter Ruhebedingungen kommt es zu einer kontinuierlichen basalen NO-Freisetzung aus
dem Endothel. Damit kommt es zur Abschwachung der sympathisch-adrenerg vermittelten
Konstriktion [126]. Verschiedene, standig auf das Endothel einwirkende physikalische Einfllsse
verstarken die basale NO-Freisetzung. Hierzu zéhlen die durch das stromende Blut an der
luminalen Endothelzelloberflache erzeugte Wandschubspannung (viscous drag), die durch die
Herzaktion induzierten pulsatorischen Dehnungs- und Entdehnungszyklen, die mechanische
Deformation der Gefdlle in der kontrahierenden Skelettmuskulatur sowie die Absenkung des
arterioldaren O,-Partialdruckes [55,75,111].

Die grofite hdmodynamische Relevanz bei der portalen Hypertension hat NO in seiner
Eigenschaft als peripherer Vasodilator bei der Leberzirrhose. Zahlreiche Studien belegen eine
erhohte NO-Synthese bei zirrhotischen Tiermodellen. Sowohl bei CCly(Tetracarbonchlorid)-
Ratten [27], als auch bei BDL(Bile duct-ligated)- [83] und PVL(Portal vein-ligated)-Ratten [37]
sind die NO-Plasmaspiegel erhtht. Besonders bei Ratten mit Aszites ist die NO-Synthese
gesteigert [102]. Tsai et al. verdeutlichten, dass NO eine Hyporeaktivitat bei Zirrhose gegentber
Methoxamin zeigt [147], was fiir eine Uberproduktion von NO spricht. NO ist in der A.
mesenterica sup. bei Zirrhose erhoéht [147]. Ausléser fir die NO-Produktion kann eine
anfangliche Vasokonstriktion als Ausdruck der akuten Anpassung an einen Pfortaderhochdruck
sein. Zu dieser Annahme flhrten Experimente an PVVL-Ratten und Ratten mit einer Ligatur der A.
renalis, wo eine mesenterische Vasokonstriktion und eine vermehrte NO-Produktion in der
oberen Mesenterialarterie zu verzeichnen waren [147]. Die ,,Forward Flow*“-Theorie bezieht sich
in der Annahme einer arteriellen splanchnischen Vasodilatation auf ein chronisches Geschehen,
wahrend die zuvor erwahnte Vasokonstriktion bei akuten Zustdnden beobachtet wurde.

Die vasodilatatorische Wirkung von NO beruht auf einer Aktivierung der cGMP-Kaskade [91].
NO wirkt auf die losliche Guanylylcyclase der glatten Muskelzellen, die die Umwandlung von
GTP in cGMP Kkatalysiert. Die Bindung von NO an das zweiwertige Eisen der Ham-haltigen
Untereinheit der l6slichen Guanylylcyclase fiihrt zu einer Konformationsédnderung des
benachbarten katalytischen Zentrums und damit zur gesteigerten Konversion von GTP zu cGMP.
Der Anstieg des intrazelluldaren cGMP aktiviert die cGMP-abhéngige Proteinkinase G, die den

intrazellularen Calciumspiegel erniedrigt und eine Vasodilatation hervorruft [126].
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Gupta et al. haben festgestellt, dass 46 % der maximalen Relaxation des Gesamtgefalibettes in der
zirrhotischen Leber NO-vermittelt ist. Die gestorte endotheliale Funktion bei Zirrhose fiihrt zu
einer NO-Uberproduktion im splanchnischen Stromgebiet und zu einer herabgesetzten NO-

Synthese in der intrahepatischen Mikrozirkulation [58].

2.3.2 Weitere vasoaktive Substanzen

Endothelin-1 I6st in hepatischen Sternzellen eine Kontraktion aus. Die Antagonisierung des ET-
Rezeptors mit Bosentan bewirkt eine Reduktion des Pfortaderdrucks bei portal-hypertensiven
Ratten [120].

Hyperaktivitat des Sympathikus, RAAS und ADH sind die reflektorische
Barorezeptorantworten auf eine arterielle Hypotension [22].

Acetylcholin wirkt auf endotheliale m-Rezeptoren dilatierend. Bei einer Schadigung des
Endothels wirkt ACh auf muskarine Rezeptoren der glatten GefaBmuskulatur paradoxerweise
konstriktorisch [58].

Serotonin (5-HT). Mesenterische Arteriolen bedingen eine Konstriktion und potenzieren die
Wirkung anderer Agonisten [133].

Scherkraft oder Schubspannung. Durch Scherkréfte aktivierte G-Proteine sind Membran-
assoziiert, die Uber einen G-Protein-vermittelten Signalweg die NO-Freisetzung aus
Endothelzellen fordern [57].

Prostazyklin (PGI,) diffundiert in die glatte Muskelzellschicht, wo es durch Aktivierung der
Adenylatcyclase ATP in cCAMP umsetzt. Ein weiterer PGI,-Pfad wirkt (ber K-Kanéle der glatten
GefaBmuskulatur. Bei portaler Hypertension wird eine Uberproduktion von PGI, beobachtet, was
zur Verstarkung des hyperkinetischen Syndroms fuihrt [104].

Neuropeptide wie Calcitonin gene-related peptide (CGRP) und Vasoaktives Intestinales Peptid
(VIP) werden von nichtadrenergen Nerven freigesetzt. Uber cAMP, cGMP bewirken sie eine
direkte Aktivierung der K+-Kanale und induzieren eine Vasodilatation [76].
Kohlenstoffmonoxid (CO). Die Inhibition der pulmonalen Hamoxygenase fiihrt zu einer
Normalisierung des CO-Spiegels und zu einer Reduzierung der CO-induzierten Vasodilatation
[164].
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Endocannabinoide. Eine verstarkte Expression des CB1-Rezeptors in den mesenterischen
Geféallen scheint zur Entwicklung der splanchnischen Vasodilatation und zur portalen
Hypertension beizutragen [8].

TNF-a. Durch Antagonisierung mit Antikérpern von TNF-a wurde beobachtet, dass die
splanchnische hyperdynamische Zirkulation reduziert wird [80]. Es wurde gezeigt, dass TNF-a
die Expression von BH, verstéarkt und somit die eNOS-Produktion gesteigert wird [122].
Adrenomedullin erhoht die cGMP-Produktion und fuhrt somit zu einer NO-vermittelten
Vasodilatation [103].

Glucagon wirkt stimulierend auf die cAMP-Synthese [94]. Eine vaskuldre Hyporeaktivitat
gegenuber Konstriktoren wird bei Hyperglucagondmie beobachtet.

Eine durch Minderperfusion der Leber bedingte Gewebehypoxie fuhrt zu einer Akkumulation
von Adenosin und zur Azidierung des Gewebes, die zur Vasodilatation fihrt.

Urotensin Il gilt als potenter Vasokonstriktor der Aorta bei Ratten. Im Spanchnikus und in
Widerstandsgefallen entfaltet Urotensin 11 moglicherweise durch die Freisetzung von NO
vasodilatatorische Eigenschaften [61].

2.4 NO-Synthetasen

Die Freisetzung von NO wird durch die NO-Synthetase vermittelt. Bei der Konversion von L-
Arginin zu L-Citrullin wird Stickstoffmonoxid freigesetzt. Als Protein unterliegt die NO-
Synthetase mannigfaltigen posttranslationalen Faktoren, die die NO-Synthese beeinflussen.

24.1 Endotheliale NO-Synthetase und andere Isoformen

Von der NO-Synthetase (NOS) sind drei Isoformen bekannt. Die NO-Produktion durch die
neuronale NOS (NOS-1) zeigt ihre Hauptwirkung in der gastrointestinalen Motilitdt. Die nNOS
bewirkt eine inhibitorische nicht-adrenerge nicht-cholinerge (NANC) Relaxation der glatten
Muskulatur tber den Signalweg der I6slichen Guanylylcyclase [134]. Aus Nervenendigungen des
Gastrointestinal(Gl)-Traktes wird nNOS exprimiert, das vor allem im Bereich des
Pylorussphincters anzutreffen ist. Die induzierbare NO-Synthetase (NOS-2) spielt besonders bei
Entzindungen und der Karzinogenese im GI-System eine wichtige Rolle. Die iNOS-
Transkription hangt unter anderem von Nekrosefaktor(NF)-xB ab. Auf posttranslationaler Ebene
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beeinflussen der Calciumspiegel und die hohe Affinitdt zu Calmodulin die enzymatische
Aktivitadt. Die iINOS-abhdngige NO-Synthese erfolgt in anderen Grolienordnungen als die der
anderen Isoformen. Die NO-Produktion ist weitaus gréf3er und effektiver, jedoch nicht konstitutiv
[133,134]. Die endotheliale NO-Synthetase (NOS-3) hat eine Schlisselfunktion in der
Gefaltonusregulation im gesamten GI-System. ENOS ist in den Widerstandsgefélien, den
Gefalen des vendsen Systems und den mikrozirkulatorischen Gefélien des Darmes, der Leber
und des Pankreas zu finden, auch das Gallengangsepithel zeigt eine eNOS-Expression. Eine
Reihe hormonaler, parakriner und mechanischer Faktoren stimulieren den Anstieg der eNOS-
abhdngigen NO-Produktion [133,134]. Die konstitutiven Isoformen eNOS und nNOS sind
Calmodulin-abhéngig und reagieren daher auf Anderungen des intrazellularen Calciumspiegels.
Sinusoidale Endothelzellen sind eine wichtige eNOS-Quelle der Leber. ENOS wird im
Normalzustand in sinusoidalen Endothelzellen und Hepatozyten exprimiert [119]. Im
Gefalsystem ist ebenso eine basale eNOS-Aktivitat vorhanden.

Bei Leberschaden stellt sich die Situation anders dar. Die eNOS-abhangige NO-Produktion ist
gestort [117]. NO ist bei Zirrhose in den sinusoidalen Endothelzellen erniedrigt. Zusétzlich wird
Endothelin  bei Leberschdden Uberproduziert, so dass ein erhohter Gefaltonus den
intrahepatischen Widerstand vergrofert. In den GeféaRen dagegen werden unter anderem durch
die hyperdynamische Zirkulation die Scherkrafte vermehrt, so dass die eNOS-abhéngige NO-
Produktion gesteigert wird.

Eine Vermehrung der eNOS-mRNA-Transkription, die zu einer erhdhten eNOS-Translation und
verstarkten Proteinsynthese der endothelialen NO-Synthetase mit einer folglich hoheren NO-
Verflgbarkeit fuhrt, ist ein mdglicher Therapieansatz fur eine antihypertensive Therapie.
Vorteilhaft ware eine spezifische Wirkung in der Leber zur Behandlung der portalen
Hypertension. AVE 9488 soll daher als eNOS-Transkriptionsenhancer untersucht werden.

2.4.2 Posttranslationale Modifikation und Regulation von eNOS

In ruhenden Zellen wird eNOS durch Myristylation und Palmytolation an die Plasmamembran
gebunden [79]. Bei zellularer Aktivitat wird eNOS transloziert und damit aktiviert. Der an die
Plasmamembran gebundene eNOS/Caveolin-Komplex wird bei erh6htem Calciumspiegel durch
Calmodulin vermittelt gelést [135]. Akt, auch als Proteinkinase B bekannt, Akt/PKB
phosphoryliert eNOS direkt an Ser 1177 und ermdglicht die NO-Synthese [69]. NO entsteht bei
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der Konversion von L-Arginin zu L-Citrullin durch die enzymatische Aktivitat der NO-
Synthetase [91,99]. Dabei wirken Caveolin und Calmodulin als Gegenspieler. Das Coat-Protein
Caveolin-1, ist bei Leberzirrhose, die mit einem erhohten intrahepatischen Cholesterinspiegel
assoziiert ist, als Cholesterol-bindendes Protein vermehrt vorhanden [135]. Caveolin-1 wirkt
inhibitorisch; Calmodulin hingegen fordert die NO-Produktion.

Abb. 6 Ein erhohter Calciumspiegel in der Endothelzelle bewirkt eine Losung des endotheliale NO-
Synthetase (eNOS)/Caveolin-Komplexes und damit eine Aktivierung der eNOS mit Freisetzung von NO [45,91]
(AChR: Acetylcholinrezeptor, PI: Phosphatidylinositol, PIP,: Phosphatidylinositolbiphosphat, PLC: Phospholipase
C, IPs: Inositoltriphosphat, DAG: Diacylglycerol, CaM: Calmodulin, BH,4: Tetrahydrobiopterin, PKA: Proteinkinase
A).
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Im Rahmen der Calcium-/Calmodulin-Abhdngigkeit von eNOS werden Cofaktoren wie
Tetrahydrobiopterin (BH,4) zur Aktivierung bendtigt [84]. In Abwesenheit von BH, kann NOS die
L-Arginin-Oxidation nicht katalysieren [73,113]. Verschiedene Studien belegen, dass es bei BH,-
Mangel eine Verschiebung der NO-Produktion zugunsten von Superoxid (O;) gibt, was als
»,eNOS-Entkoppelung“ bezeichnet wird [73,113,53]. Die Leber gilt als eine der
Hauptsyntheseorte fir BH,; [84]. Bei zirrhotischen Ratten 16st eine erhohte
Endotoxinkonzentration die Aktivierung der Guanosintriphosphat-Cyclohydrolase | aus, die eine
BH,-Produktion in der Mesenterialarterie generiert [159]. Dieser Anstieg von BH, ist mit einer
Erhéhung der eNOS-Aktivitit und der eNOS-abhangigen NO-Uberproduktion in den
mesenterialen Arteriolen assoziiert.

Weitere Protein-Protein-Interaktionen sind fiir die eNOS-Aktivitdt von Bedeutung. Das Hitze-
Schock-Protein 90 [44] wie auch Serin-/Threonin-Kinase Akt/Proteinkinase B [69] sind Ausldser
der NO-Katalyse durch eNOS in der splanchnischen arteriellen Zirkulation portal-hypertensiver
Ratten [152]. Die Scherkraft ist der potenteste Regulator von eNOS. Sie wirkt Uber eine
Akt/PKB-Aktivierung, die eNOS direkt phosphoryliert und bewirkt tber den cGMP-Signalweg

eine NO-vermittelte Vasodilatation [17].

2.5 Therapie der portalen Hypertonie

Senkung des erhohten intrahepatischen Widerstandes

Ziel der therapeutischen Bemihungen ist eine Verminderung des portalen Druckgradienten.
Konventionelle therapeutische Ansdtze bestehen darin, entweder den intrahepatischen
Widerstand zu senken oder den Zufluss in das portale GeféBbett zu verringern. Es gibt
Medikamente, die die NO-Verfugbarkeit erhthen wie Nitrate, und andere, die die adrenerge
Wirkung blockieren wie B-Blocker oder Angiotensinrezeptor-Antagonisten. Untersuchungen an
isolierten perfundierten Rattenlebern haben ergeben, dass die groite Widerstandssenkung bis zu
30% bei Nitroprussid-Gabe, einem NO-Donor, beobachtet wurde [11]. Der Nachteil der Nitrate
besteht darin, dass die Tonussenkung nicht nur auf das hepatische GeféaRbett beschrénkt bleibt,
sondern sich auch auf die systemische Zirkulation erstreckt. Eine arterielle Hypotension wird
renal gegenreguliert, fihrt jedoch im splanchnischen GefaBbett zur sukzessiven
hyperdynamischen Zirkulation, da Natrium und Wasser retiniert werden. So werden Nitrate in
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Kombination mit B-Blockern hauptsachlich zur Sekundarprophylaxe bei Varizenblutungen
eingesetzt [154]. Eine Blockade des Renin-Angiotensin-Systems ist ein weiterer therapeutischer
Ansatz. Niedrig-dosiertes Losartan als Angiotensin-Rezeptor-Typl(AT-1)-Antagonist senkt den

Pfortaderdruck ohne dabei wesentliche arterielle Druck&nderungen auszutiben [60,62].

Verminderung der splanchnischen hyperdynamischen Zirkulation

Der therapeutische Nutzen von B-Blockern, Vasopressin oder Somatostatin besteht in einer
splanchnischen Vasokonstriktion. Wé&hrend Vasopressin und Somatostatin nur intravends
verabreicht werden konnen, eignen sich B-Blocker fir eine Langzeittherapie der portalen
Hypertension. B-Blocker iben zweierlei Wirkung auf das kardiovaskuldre System aus. Einerseits
bewirkt die Bi-Blockade am Herzen eine negative Ino-, Dromo- und Chronotropie, die die
Herzauswurfleistung verringern; andererseits flhrt die B,-Blockade zu einer splanchnischen
Vasokonstriktion. Eine Studie von Lebrec et al. [77] belegt, dass eine kontinuierliche orale
Propanolol-Gabe die Inzidenz von Rezidivblutungen senkt.

Vasopressin gilt als starkster splanchnischer Vasokonstriktor [22]. Die Konstriktion fiihrt zu
einem verminderten Fluss in den splanchnischen Organen und damit zu einer Reduktion des
portalen Hochdruckes. Wie Vasopressin verringert das Analogon Terlipressin nicht nur den
Pfortaderdruck, sondern auch den Kollateralfluss und den Druck in den Varizen [20]. Die
Nebenwirkungen von Vasopressin sind auf seine starke konstriktorische Wirkung
zurtickzufuhren, die zu splanchnischen Ischdmien und zu systemischen Ischdmien wie einem
Myokardinfarkt fiihren konnen [30]. Terlipressin zeichnet sich durch eine ldngere biologische
Aktivitat und ein geringeres Nebenwirkungsspektrum als VVasopressin aus [22].

Somatostatin und Analoga wie Octreotid und Lanreotid l6sen ebenfalls eine splanchnische
Vasokonstriktion aus [21,74]. Nach einer Bolusinjektion und anschlielender kontinuierlicher

Infusion von Somatostatin wird eine milde Pfortaderdrucksenkung beobachtet [34].
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Beeinflussung der intrahepatischen Zirkulation

Erhdhung der intrahepatischen NO-Verfiigbarkeit:

(Derzeitige Moglichkeiten) Nitrovasodilatoren: Nitroglycerin, I1sosorbid-5-
Mononitrat (ISMN) und -Dinitrat

(Zukunftige Moglichkeiten) Verstarkung der Expression der NO-Synthetase
gezielte NO-Freisetzung

Blockade des RAAS:

Losartan (AT1-Rezeptor-Antagonist)

Spironolacton

Pharmaka zur Senkung des splanchnischen Blutflusses

Nicht-selektive B-Blocker: Propanolol, Nadolol, Timolol
Vasopressin und Analoga: Vasopressin, Terlipressin
Somatostatin und Analoga: Octreotid, Lanreotid

Manipulation des splanchnischen Blutvolumens:

Spironolacton
Tabelle 2 Es bestehen Theapieansatze, die die intrahepatische Zirkulation beeinflussen und den

splanchnischen Blutfluss senken [modifiziert nach 22].

2.6 Fragestellung

2.6.1 Hat der eNOS-Transkriptionsenhancer AVE 9488 auf die portale

Hamodynamik einen Effekt?

Die erwinschte Wirkung des eNOS-Transkriptionsenhancers ist eine Steigerung der NO-
Verfligbarkeit, die letztlich auf die H&modynamik Einfluss nimmt. Dabei ist wichtig, ob sich der
Pfortaderdruck (PP) und der mittlere arterielle Druck (MAD) verdndern. Weiter sollte auf die
splanchnische Durchblutung, den Shuntfluss, den systemischen Widerstand (SVR), das

Herzzeitvolumen (HZV) und den intrahepatischen Widerstand geachtet werden.
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2.6.2 Steigt die eNOS-Verfugbarkeit durch AVE 9488?

Nach Prifung der hdamodynamischen Wirkung von AVE 9488 sollte auf molekularbiologischer
Ebene, priméar auf mRNA-Ebene die Effektivitdt der Substanz als Transkriptionsenhancer fir
eNOS geprift werden. Eine erwartete Steigerung der eNOS-mRNA-Transkription bildet den
Baustein fur die Betrachtung auf Proteinebene. Mittels der Immunoblot-Analyse kénnen

vermehrte eNOS-Protein-Niveaus nachgewiesen werden.

2.6.3 An welchen Organssystemen wirkt AVE 9488?

Die Transkriptionsverstarkung von eNOS soll die NO-Verfiigbarkeit erhdhen. Somit ist AVE
9488 als NO-Donor zu betrachten. Interessant ist, ob die Substanz eine leberspezifische Wirkung
hat.

Dartiberhinaus profiliert sich eine Leberspezifitat in Abgrenzung zu anderen Organsystemen, in
denen eNOS vorkommt. Systemische Gefélie wie die Aorta und die Arteria mesenterica superior

als GefaRe des splanchnisch-arteriellen Systems werden bei unseren Untersuchungen in den Blick

genommen.
3. Material und Methoden
3.1 Tiermodell

Versuchstiere

180 mannliche Sprague-Dawley-Ratten (Rattus norvegicus) werden als Versuchstiere verwendet.
Davon wird bei 130 Ratten der Gallengang ligiert, um eine sekundar bilidre Zirrhose
herbeizufiihren. Die restlichen Ratten dienen als gesunde Kontrolltiere. Geliefert werden die
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Sprague-Dawely-Ratten mit einem Korpergewicht von 180-200g. Bei den Sprague-Dawley-
Ratten handelt es sich um outbred Albino-Ratten, deren Einsatz zu Forschungszwecken weit
verbreitet ist. Sie stammen aus der Tierzuchtung Charles River Laboratories (Sulzfeld,
Deutschland).

Gallengangsligatur

Die Induktion der sekundar bilidaren Zirrhose wird durch eine Gallengangsligatur (bile duct
ligation, BDL) und Exzision des Gallenganges herbeigefiihrt. Nach Andsthesie mit Ketamin
(100mg/kg KG i.m., 25mg/ml Esketamin Hydrochlorid, Parke-Davis GmbH, Pfizer GmbH,
Karlsruhe, Deutschland) wird durch eine mediane Laparotomie unter sterilen Bedingungen der
Ductus choledochus durch doppelte Ligatur mit resorbierbarem Faden (5-0, Ethicon Monocryl,
Johnson+Johnson Brissel, Belgien, Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die
proximale Ligatur des Gallenganges wird moglichst nah am Leberhilus platziert. Der Gallengang
wird zwischen den beiden Ligaturen exzidiert. AnschlieBend werden Muskelschicht und Fell

separat zugenaht (Suturamid Schwarz 3/0, Johnson+Johnson).

Nach etwa 4 Wochen bildet sich eine sekundar bilidre Zirrhose mit portaler Hypertension,
hyperdynamischer  Zirkulation, Ikterus, Splenomegalie, porto-cavalen, umbilicalen und
diaphragmalen Shunts und Aszites aus. Als Operationsfolgen werden auch diffuse
Verwachsungen, Fistelbildungen und Zysten im Bereich des proximalen Gallenganges
beobachtet.

Die Tierexperimente sind von dem lokalen Komitee fir Tierstudien der Bezirksregierung Kaln
genehmigt (23.203Bn 22,7/99).

3.2 AVE 9488

AVE 9488 st ein Prdaparat der Fa. Sanofi-Aventis. Es ist in der Testung als
Transkriptionsenhancer der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthetase, um das lokale NO-
Angebot zu erhéhen und damit den portalen Hypertonus zu mindern. Die Substanz wird im
Rahmen der peripheren arteriellen Verschlusskrankheit (pAVK) angewendet, zeigt jedoch keine

wesentlichen klinischen Effekte.
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In unserer Untersuchung wird den Tieren die Substanz mit einer Schlundsonde oral verabreicht in
einer Dosierung von 1mg/kg KG/d. Das Therapeutikum wird den Tieren drei Tage in Folge
jeweils 28 Tage nach der Gallengangsligatur oder bei den gesunden Kontrolltieren 4 Wochen
nach Lieferung wegen der Vergleichbarkeit des Alters und Kdérpergewichts verabreicht. Am
vierten Tag der Therapie erfolgt die Untersuchung bzw. Gewebeentnahme.

Die Substanz wird in Abstanden frisch angesetzt mit 0,5% Hydroxyethylcellulose (250mg HEC),
50mg Lecithin (1:2 in Ethanol gel6st, davon 100ul), 50mg AVE 9488 in 50ml Aqua dest.
(Konzentration 1mg/ml). Die Substanz wird mit 20 Glaskiigelchen mind. 12h auf einem
Magnetrihrer homogenisiert und kiihl gelagert (4°C). Vor jeder Applikation wird die Suspension

erneut ca. 15min homogenisiert.

3.3 Hamodynamische Messung mit Microsphéren

Die h&modynamischen Studien werden unter Ketaminnarkose (100mg/kg KG intramuskular)
vorgenommen. Das Wirkprofil von Ketamin ermdglicht eine gute Vergleichbarkeit bezuglich der

Herzauswurfleistung und der regionalen Durchblutung der Ratte bei vollem Bewusstsein.

Messung von Blut- und Pfortaderdruck [146]

Nachdem die Ratte mit Ketamin narkotisiert und in Riickenlage fixiert ist, wird das Fell Uber der
linken Leiste in longitudinaler Schnittfuhrung aufprépariert. Nach Préparation der A. und V.
femoralis aus der Geféal3-Nerven-Scheide werden diese mit einem PE-50-Katheter (PE 0,28 x
0,61, Everhardts, Meckenheim, Deutschland) kantliert.

AnschlieBend wird eine mediane Laparotomie durchgefiuhrt und der Darm ausgelagert. Ein
weiterer PE-50-Katheter wird in eine ileocoecale Vene hineingelegt, bis in die Vena portae
vorgeschoben und fixiert. SchlieBlich wird der Darm in die Bauchhohle reponiert und die
Bauchwand wie auch Fettgewebe und Fell mit einer fortlaufenden Naht verschlossen (Suturamid
Schwarz 3/0, Johnson+Johnson). Eine Stabilisierung der Hdmodynamik der Ratte stellt sich nach
ca. 15min ein.

Die Katheter in Femoralarterie und Pfortader werden uber Druckaufnehmer (lsotec-Pressure
Transducer, Hugo Sachs Elektronik) an den Druckmesser (HRM Typ 669 und TAM-D Typ 705/2
im Plugsys-Minicase Typ 609, Pressure Transducer, Hugo Sachs Elektronik) angeschlossen,
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wobei der Nullpunkt 1cm oberhalb des Operationstisches in Herzh6he geeicht wird. Die Driicke

werden dann kontinuierlich Gber einen Zeitraum von 30min aufgenommen.

Messung der Durchblutung mit kolorierten Microsphéren [146]

Herzindex und regionale Durchblutung werden durch die Technik der Farbmicrosphéren
gemessen [59]. Diese Methode ist durch die hdufiger angewandte Technik der radioaktiven
Microsphéren validiert [59]. Der entscheidende Vorteil besteht hierbei darin, dass kein
radioaktives Material zur Anwendung kommt.

Ein weiterer Katheter wird im linken Ventrikel platziert. Zundchst wird das Fell durch einen
longitudinalen Schnitt am rechten lateralen Halsdreieck getffnet. Die Schilddriise wird nach
medial kranial geschlagen, der M. sternocleidomastoideus nach lateral und der Venter medialis
des M. omohyoideus nach medial verschoben. Die rechte A. carotis communis wird in der
Vagina carotica freigelegt und von den Nachbarstrukturen getrennt. Die A. carotis communis
wird mit einem PE-50-Katheter kaniliert und unter Monitorkontrolle bis in den linken Ventrikel
vorgeschoben. Die intraventrikuldre Lage des Katheters wird im Versuch an der Pulskurve
bestatigt und stets post mortem gepruft.

Die von jedem Tier benotigte Referenzblutprobe wird aus der A. femoralis entnommen
(0,65ml/min Uber eine Minute). Zu diesem Zweck kommt eine spezielle Pumpe zum Einsatz
(Model ,22°, Syringe Pump, Harvard Apparatus, Hugo Sachs Elektronik).

Zehn Sekunden nach Beginn der Referenzblutprobenentnahme werden ber einen Zeitraum von
zwanzig Sekunden 300 000 rote Microsphdren (15um Durchmesser, Triton Technology, San
Diego, USA,; suspendiert in 300ul physiologischer Kochsalzlésung mit 0,05% Tween 80) Uber
den Katheter in den linken Ventrikel injiziert. Die Verteilung dieser roten Microsphéren
entspricht der Durchblutung der einzelnen Organe.

Danach erfolgt die Injektion von 150 000 blauen Microsphédren (15um Durchmesser in 300l
physiologischer Kochsalzlosung mit 0,05% Tween 80) durch den Katheter in der
Mesenterialvene in die Pfortader innerhalb von 30 Sekunden. Diese Microsphédren werden zur
Bestimmung des porto-systemischen Shunts verwendet.

Nachdem die Injektion der Microsphéaren erfolgt ist, wird das Tier getdtet und Lunge, Leber,
Nieren, Magen und Darm, Milz und Pankreas entnommen. Die Organe werden gewogen und in

einer Konzentration von 14ml/g Gewebe mit 4M Kaliumhydroxid (KOH) (Sigma-Aldrich) mit
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2% Tween 80 (Polyoxyethylene-sorbitan-mono-oleate, Sigma-Aldrich) versetzt. Die
Referenzblutprobe wird in 3,8ml 53M KOH und 0,5ml Tween 80 geldst. Sdmtliche Proben
werden 1h bei 60°C inkubiert. Die mazzerierten Proben werden in eine homogene Suspension
versetzt und durch spezielle Filter (Nucleopore Polycarbonate, Whatman International Limited,
Madison, UK) filtriert. Restliche Gewebeteilchen an der Reagenzglaswand und im Deckel der
Probe werden durch Nachsptlen mit 2% Tween 80-L6sung entfernt.

Die Filter mit den Microsphdren werden dann in jeweils 200ul Dimethylformamid (N,N-
Dimethylformamid, Merck KG.A, Darmstadt, Deutschland) tberflhrt und geschuttelt, wobei sich
die Farbe aus den Microspharenkapseln in Dimethylformamid l16st. Die Proben werden 5 min bei
3000g zentrifugiert. Von den Uberstianden werden Absorptionsspektren (300-800nm, Photometer
HP 8453 x UV-Visible System) aufgenommen. Die Daten werden durch das Software-Programm
Triton 5 von Triton Technology (Fohr Medical Instruments, Seeheim, Deutschland) ausgewertet.
Die Anzahl der entsprechenden Microsphdren in den jeweiligen Organen, die
Organdurchblutung, der kardiale Output und der porto-systemische Shunt werden errechnet.

Hamodynamische Berechnungen [78]:

Der kardiale Output wird folgendermalien errechnet:
CO = (Anzahl der injizierten Microspharen) x (Fluss der femoralen Referenzblutprobe)

Femorale Referenzblutprobe
Der kardiale Index wird pro 100g Korpergewicht ausgedruckt.
Der systemische Widerstand wird wie folgt errechnet:

SVR = w
CcoO

Der Blutfluss in den einzelnen Organen wird anhand des arteriellen Flusses errechnet.

Qorgan = (Anzahl der Microspharen im Organ) X Qgeferenzblut

(Anzahl der Microspharen im Referenzblut)
Der portal-vendse Einstrom (PV1) ist die Summe der arteriellen Durchblutungen in Magen, Milz,
Darm, Pankreas und Mesenterien. Der PVI steht fir den totalen arteriellen splanchnischen
Zufluss, der in das portale System einfliel3t.
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Der porto-systemische Shunt (PSS) ist der portale Flussanteil, der die Leber umgeht und wird wie
folgt errechnet:
PSS = (Anzahl der Microsphdren in der Lunge) x 100

(Anzahl der Microspharen in Lunge und Leber)
Der kollaterale Blutfluss (KBF) wird in ml/min ausgedriickt und anhand der Formel PVI x
PSS/100 errechnet.
Der geschatzte portale Blutfluss (PBF) ist der Betrag des portalen-ventsen Flusses, der die Leber
passiert und wird folgendermalien errechnet:
PBF (ml/min) = PVI — (PVI x PSS (%)/ 100).
Der totale hepatische Blutfluss ist die Summe aus QAa. hepatica Und PBF.
Den GefaRwiderstand berechnet man allgemein:
Resistance (mmHg/ml x min) = P (mmHg)/ Q (ml/min) oder
Resistance (dyn x s x cm™) = P (mmHg)/ Q (ml/min) x 80 x 10°
Der Gefalwiderstand der einzelnen Organsysteme wird als Quotient aus dem mittleren arteriellen
Druck und kardialem Index,
Resistance (dyn x s x cm™) = MAD (mmHg)/ Q (ml/min) x 80 x 10°
der portalvenése Widerstand als Quotient aus Pfortaderdruck und portalvendsem Einfluss
errechnet:
Portal-vendser Widerstand = PP/ PVI.
Der arterielle Widerstand von Magen, Intestinum und Milz berechnet sich aus der Differenz
zwischen MAD und PP (P;— P2) und dem arteriellen Fluss des betreffenden Organs:
Resistance (dyn x s x cm™) = (P1 — P (mmHg))/ Q (ml/min) x 80 x 10°,
Der totale splanchnische Widerstand ist die Summe der parallelen Widerstdnde von Magen,
Intestinum und Milz:

1/RSpIanchnikus = 1/RMagen + l/RIntestinum + 1/RMiIz-

3.4 RT-PCR

RNA-Isolation und Aufreinigung

31 Gewebeproben (ca. 30mg/Probe) von der Leber (12 mit AVE 9488 behandelte BDL-Lebern
(BDL+); 8 Kontroll-BDL-Lebern (BDL-); 3 Sham+ und 8 Sham-), 20 von der Aorta (6 BDL+, 6
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BDL-, 4 Sham+ und 4 Sham-) und 11 von der A. mes. sup. (7 BDL+, 4 BDL-), die nach der
Organentnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert werden, dienen als
Ausgangsmaterial.

Die messenger Ribonucleinsdure (mMRNA) wird bei der Transkription gebildet. Bei einer
maoglichen Transkriptionsverstarkung durch AVE 9488, sollte besonders eine Vermehrung der
MRNA untersucht werden.

Das Gewebe wird anésthesierten Ratten entnommen. Nach einer Laparotomie werden
Leberproben entnommen, die in flussigem Stickstoff schockgefroren werden. Die Aorta wird von
kaudal nach kranial prépariert und dabei die Arteria mesenterica superior aufgesucht. Beide
Gefélle werden schockgefroren und bei -80°C gelagert.

In einem hoch-denaturierenden Guanidinthiocyanat-Puffer (600ul/Probe) (s. RNeasy Mini
Handbook, Quiagen, Hilden, Deutschland), der sofort RNAsen inaktiviert und so die Isolierung
intakter RNA garantiert, werden die Proben in einem Rotor-Stator-Glas-Glas-Homogenisator
Potter S (Sartorius, Gottingen, Deutschland) lysiert und homogenisiert. Das weitere Procedere
orientiert sich am RNeasy Mini Kit-Protokoll (Quiagen). Mit dem RNeasy Protect Mini Kit
(Qiagen) wird die gesamte RNA des Ausgangsmaterials isoliert. Prinzip der RNeasy-Prozedur ist
zum einen die selektive Bindungseigenschaft einer Silica-Gel-Membran und zum anderen die
Geschwindigkeit der Microspintechnologie. Ein spezielles Salzpuffersystem ermdglicht eine
Bindung von bis zu 100pg RNA (>200 Basen) an die Silica-Gel-Membran (Quiagen). Ethanol
wird hinzugefiigt, um glinstige Bindungsbedingungen fir die RNA zu schaffen. AnschlieRend
werden die Proben in ein RNeasy spin column berfihrt, in der die RNA an die Membran bindet.
Nach dreimaligem Waschen wird die aufgereinigte RNA in 30ul Wasser gelost.

Diese Methode der RNA-Isolierung ermdglicht eine Anreicherung der mRNA, da RNAs mit
weniger als 200 Nucleotiden (5.8S rRNA, 5S rRNA und tRNAs, die etwa 15-20% der Gesamt-
RNA ausmachen) selektiv ausgeschlossen werden.

DNA-Verdau und Reverstranskription

Da bei der RNA-Isolierung auch DNA-Reste vorhanden sein konnen, die an die Membran

gebunden sind, wird die Verdauung durch DNAsen vorgeschaltet. Die Proben werden mit RQ1
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RNAse-freier DNase (Promega Corporation, Madison, Wisconsin) inkubiert, die die DNA
verdauen. 14ul RNA-Volumen pro Probe, mit einer geschatzten RNA-Menge von 1ng,

werden verwendet. Zu jeder Probe werden 4ul 5 x ,,First strand“-Puffer (Promega) und 2ul RQ1
DNAse (1U/ug RNA) (Promega) hinzugegeben. Die Proben werden bei 37°C fir 30min
inkubiert. Danach werden die Proben jeweils mit 1ul RQ1 DNAse Stop Solution versetzt, fir
10min bei 65°C inkubiert, kurz zentrifugiert und auf Eis gestellt.

Die isolierte RNA kann noch nicht direkt als Template fir die PCR verwendet werden, da die
Herstellung eines komplementaren DNA-Stranges vorausgehen muss (reverse Transkription).
Zundchst wird ein Random Hexamer-Mix hergestellt, in dem Oligonucleotide mit einer
statistischen Basenzusammensetzung zu der DNAse-behandelten RNA hinzugefiigt werden. Zu
jeder RQ1 DNAse-behandelten Probe kommen 2,5ul RNAse freies Wasser und 0,5ul eines 10 x
Hexanucleotid-Gemisches als Random Primer (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) hinzu, so
dass ein Endvolumen von 24ul von jeder Probe vorhanden ist. Die Proben werden fir 10min bei
70°C inkubiert, zentrifugiert und auf Eis gestellt. Im n&chsten Schritt kommen 1ul der Moloney
Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase (M-MLV Reverse Transkriptase, Invitrogen life
technologies), 2ul Oligo-Primer, 1ul eines 10mM NTP-Mixes und 2ul 5 x ,,First strand*“-Puffer
zu jeder Probe hinzu. 15-20 bp-lange Oligo-Primer (DDT) hybridisieren im Bereich des Poly(A)-
Schwanzes am 3’-Ende der eukaryotischen mRNA und schreiben so alle mRNA-Molekile (2-4%
der Gesamt-RNA) selektiv in cDNA um. Ein dNTP-Mix ist eine Mischung aller vier
Desoxyribonucleosidtriphosphate. Bei einem Endvolumen von 30ul werden die Proben fur 10min
zunéchst bei 25°C, dann fir 60min bei 37°C und schlieBlich fir 15min bei 70°C inkubiert. Im
Anschluss werden die Proben kurz zentrifugiert, kurz auf Eis gestellt und direkt weiter verarbeitet
oder bei -80°C gelagert.

Quantitative Real-Time PCR

Bei der traditionellen PCR erhadlt man nur Aufschluss tber die Endphase der Reaktion. Die
quantitative Real-Time-PCR misst in der Exponentialphase, in der Unterschiede in den
Konzentrationen deutlicher zu erkennen sind als in der Plateauphase, womit die Quantifizierung
der PCR-Produkte wesentlich préziser und akkurater ist. Die Zunahme des Reportersignals ist
direkt proportional zur Anzahl der generierten Amplikons, Die Detektionsspannweite ist grofier
und selbst ein Zyklusunterschied kann mit der RT-PCR ermittelt werden.
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5" Nuclease-Assay

Bei der Real-Time PCR-Amplifikation macht man sich die 5° Exo-Nuclease-Aktivitat der
AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase und den FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer)
zunutze. Die 5’ Exo-Nuclease-Aktivitadt der Tag-Polymerase bewirkt, dass sie auf der DNA-
Oberflache entgegengesetzt dem wachsenden Amplikon die Hindernisse beseitigt. Die
Polymerase fligt dem wachsenden DNA-Abschnitt Basen hinzu und beseitigt die Basen in
Syntheserichtung. FRET (Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer) beruht auf dem Prinzip, dass
ein Partikel mit hoher Energie in der Néhe eines Partikels mit niedriger Energie seine Energie auf
das Partikel Ubertragt. Im 5’ Nuclease-Assay wird dem PCR-Reagenz (TagMan® Universal PCR
Master Mix, PE Biosystems, Roche) ein Oligonucleotid (TagMan® Probe) hinzugefiigt. Das
Oligonucleotid (TagMan® Probe) heftet sich an eine bestimmte Sequenz des Stranges zwischen
dem Forward Primer und dem Reverse Primer. Die TagMan® Probe ist am 5’-Ende mit einem
Reporter und am 3’-Ende mit einem Quencher ausgestattet. Sobald die Polymerase sich dem 5’-
Ende der an den Strang gehefteten Probe nédhert, trennt sie den Reporter vom Quencher durch ihre
5" Nuclease-Aktivitat ab. Der Abstand zwischen Reporter und Quencher ist bei der TagMan®
Probe so gering, dass der Reporter, der mit der héheren Energie beladen ist, bestdndig Energie
auf den Quencher Ubertragt, so dass er nicht stark fluoresziert. Wird jedoch durch die 5’
Nuclease-Aktivitat der Polymerase der Reporter abgetrennt, kann dieser frei fluoreszieren.

Die Zunahme des Reportersignals wird durch das Sequenz-Detektions-Instrument (ABI 7700
Sequence detector, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) registriert und durch die
Software angezeigt. Die Zunahme des Reportersignals ist proportional zu der wachsenden
Produktmenge einer Probe.

Die 5’ Nuclease-Aktivitat der AmpliTaq Gold® DNA-Polymerase und der FRET ermdglicht das
5 Nuclease-Assay und Real-Time-Datenerhebung. Sobald das Reportersignal einen
Schwellenwert Uberschreitet, kann es einerseits detektiert werden und andererseits als Cycle-
Threshold (Ct) registriert werden. Die Schwellenlinie gibt an, ab welchem Zeitpunkt die
Fluoreszenzintensitat so stark ist, dass sie sich vom Hintergrund abhebt. Der Cycle-Threshold
(Ct)-Wert zeigt den Zyklus an, ab dem diese Schwelle erreicht ist.

Vorteilhaft fiir die Real-Time PCR ist die Datenerhebung in der exponentiellen Wachstumsphase,
wéhrend bei der traditionellen PCR der Endpunkt gemessen wird. Die direkt proportionale
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Beziehung des Reportersignals zur generierten Zahl der Amplikons wie auch bereits der
Unterschied von einem Zyklus, der ermittelt werden kann, stellen Vorteile der RT-PCR dar.

Als ,,Hauskeeping“-Gen wird 18S RNA (TagMan Ribosomal RNA Control Reagent, Applied
Biosystems) verwendet: VIC Probe human 18S RNA (40uM; Lot No. 0406043), human 18S
RNA Endogenous Concentration Forward Primer (10uM; 43 044 86 06022) und human 18S
RNA Endogenous Concentration Reverse Primer (10uM; 43 044 86 06020; Lot No. 0406030).
NOS-3 wird in 5uM Konzentration verwendet, der Forward Primer in 10uM und der Reverse

Primer ebenfalls in 10uM Konzentration.

Sequenz
NOS-3 Probe CGCCCAGCAGCGTGGAGTGTTT
Forward Primer (20er Primer) 5’-CTA CCG GGA CGA GGT ACT GG-3’
Reverse Primer (20er Primer) 5'-GGA AAA GGC GGT GAG GAC TT-3’
Tabelle 3 Primer und Probe der NO-Synthetase-3 (NOS-3) haben bestimmte Basensequenzen. Die Probe ist

ein Oligonucleotid, das als Sonde mit einem Reporter am 5’-Ende und mit einem Quencher am 3’-Ende ausgestattet

ist. Die Probe lagert sich an eine bestimmte Stelle des wachsenden NOS-3-DNA-Stranges an.

Die Thermal cycling-Bedingungen bestehen aus den Schritten der AmpliTag Gold-Aktivation
von je 25ul Probenvolumen (Temp 95°C fir 10min) und der PCR (25 Zyklen mit Denaturierung
bei 95°C fiir 15sec und dem ,,Annealing* bei 60°C fur 1min).

Primer- und Probe-Optimierung und Validierung
Fur den Entwurf der Primer und Sonden fur NOS-3 wird die Primer Express Software (Applied

Biosystems, Rotkreuz, Schweiz) verwendet. Die Basensequenz von NOS-3 kann unter

www.pubmed.com unter Nucleotide ermittelt werden.

Um die optimalen Konzentrationen fir die Primer und Probes zu ermitteln, werden verschiedene
Konzentrationen ausgetestet.

Zuerst werden die Primerkonzentrationen optimiert. Verschiedene Verdinnungen des Forward
Primers und des Reverse Primers werden kombiniert, um die minimalen Primerkonzentrationen

bei maximaler Intensitat des Reportersignals zu ermitteln.
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Forward Primer [nM]
Reverse Primer [nM] 50 300 900
50 50/50 300/50 900/50
300 50/300 300/300 900/300
900 50/900 300/900 900/900
Tabelle 4 Zur Ermittlung der Mindestkonzentrationen, bei denen eine maximale Intensitdt des

Reportersignals zu erwarten ist, werden verschiedene Kombinationen von Primerkonzentrationen getestet.

Die Reaktionskomponenten werden in folgendem Verhaltnis eingesetzt:

Reagenzien Volumen [ul/Probe] Endkonzentration

TagMan® Universal Master Mix 12,5 1x
(2x)

Forward Primer 2,5 50-900nM
Reverse Primer 2,5 50-900nM
TaqMan Probe (2,5uM) 2,5 50-900nM
RNA-Volumen 3,0 Ing/ul
Wasser 2,0 -
Gesamtvolumen 25,0 -
Tabelle 5 Die Optimierung der Primer- und Probe-Konzentrationen wird durch eine bestimmte Relation der

PCR-Reagenzien erreicht.

Auf die Optimierung der Primer und Sonden folgt die Validierung. Zu diesem Zweck wird eine
Verdunnungsreihe von den Proben und der endogenen Kontrolle (18S RNA) erstellt und eine
PCR durchgefihrt. Die durchschnittlichen ACT-Werte werden errechnet. Es wird jeweils der
Logarithmus der RNA-Menge gegen den ACT-Wert in einem Diagramm aufgetragen. Die
absolute Steigung der Kurve sollte nicht mehr als 0,1 betragen. Betragt die Steigung <0,1 kann
man die errechneten AACT-Werte (AACT=ACT probe ~-ACT kaiibrator) Tr die relative Quantifizierung
verwenden. Ist die Steigung >0,1, muss ein neues Validierungsexperiment (ber 5 oder 6
Grollenordnungen gestartet werden oder die Primer missen neu entworfen und synthetisiert
werden. Fir die AACT-Errechnung muss die Effizienz der Proben-Amplifikation und der
Amplifikation der Referenz anndhernd gleich sein. Mit dem AACT-Wert ermittelt man den

Unterschied der Gen-Expressions-Level.
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3.5 Immunoblot-Analyse

Probenvorbereitung

Die verwendeten Homogenate werden aus schockgefrorenem Lebergewebe, schockgefrorener
Aorta und A. mes. sup. gewonnen (ca. 80ug). Die Wahl der Proben erfolgt unter
Berlcksichtigung der Fragestellung nach eNOS in intrahepatischer, splanchnischer und
systemischer Lokalisation.

Als Homogenisationspuffer wird ein Tris/HCI-Puffer mit 5mM Ethylenediamine tetra-acetic acid
und Proteinaseinhibitoren verwendet (700ul). 10uM Phenylmethansulfonyl-Fluorid (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Minchen, Deutschland), 1mM Benzamidine (Sigma-Aldrich) und
10pg/ml Leupeptin (Sigma-Aldrich) kommen zum Einsatz. Nach Homogenisierung der Proben
auf Eis in einem Rotor-Stator-Glas-Glas-Homogenisator (Potter S) werden die Proben
zentrifugiert und aliquotiert. Die Proteinbestimmung wird anhand des DC-Assay Kit (BIO-RAD,
Minchen, Deutschland) durchgefiihrt. Eine Standardkurve mit den Konzentrationen nach den
Angaben des Herstellers wird mit dem BIO-RAD Protein Assay Standard | (Bovine Serum
Albumin 100% -> 1,32mg/ml) erstellt. Die BSA-Konzentrationen betragen 1,4; 1,2; 1,0; 0,8; 0,6;
0,4; 0,2ug/ul. Der Test verlauft in einem linearen Bereich von 0,189mg/ml-1,32mg/ml der BSA-
Proteinkonzentration. Das Protein-Messverfahren beruht auf dem Lowry-Verfahren [81,127,106].
Die Probenkonzentrationen werden diesem Bereich durch Verdinnung angepasst.
Photometrische Messungen werden mit dem Plattenphotometer MRX der Fa. DYNATECH
LABORATORIES nach ca. 15min bei 700nm abgelesen und die Proteinkonzentration anhand der
Standardkurve bestimmt.

Die Proben werden mit Laemmli-Puffer 2:1 (BIO-RAD) bei Leberproben und mit einem 4-fach-
Probenpuffer 1:4 (BIO-RAD) bei Gefallhomogenisaten bei 95°C 5min inkubiert.

Die Probenvolumina werden einer konstanten Proteinmenge (10; 20; 40ug) angepasst und auf das
Elektrophorese-Gel aufgetragen.

Diskontinuierliche SDS-Gelelektrophorese

Die Elektrophorese erfolgt durch diskontinuierliche Sodium dodecyl sulfat (SDS)-
Gelelektrophorese. Die Trennung von Molekilen geschieht aufgrund ihres Molekulargewichtes.
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Die Polypeptide werden bei der Probenvorbereitung in SDS-Puffer hitzedenaturiert. Durch den
Zusatz eines anionischen Detergenzes wird die Eigenladung der Proteine Uberdeckt, so dass
Mizellen mit gleicher Nettoladung und unterschiedlichem Gewicht entstehen. Niedermolekulare
Thiole wie p-Mercaptoethanol im Probenpuffer bewirken eine verstarkte Auflosung der
Disulfidbricken.

Diese Elektrophorese eignet sich zur Trennung von Proteinen nach der Masse. Mithilfe von
Markerproteinen konnen die Molekulargewichte der Proteine ermittelt werden.

Im diskontinuierlichen System passiert die Probe zuerst ein Sammelgel, mit groBer Acrylamid-
Porenweite. Das Sammelgel enthalt Chloridionen, die eine hohe elektrophoretische
Wanderungsgeschwindigkeit  besitzen,  Glycinionen dagegen haben eine niedrige
Wanderungsgeschwindigkeit. Die Proteine ordnen sich im elektrischen Feld entsprechend ihrer
Geschwindigkeit. Auf diese Weise wird eine Vortrennung und Aufkonzentrierung erreicht, die
eine scharfe Bande produziert. Das Trenngel besitzt eine geringere Porenweite, eine hohere
Salzkonzentration und einen hoheren pH-Wert verglichen mit dem Sammelgel. Aufgrund der
geringeren Porenweite werden die groReren Proteine zurlickgehalten, wahrend die kleineren eine
hohere Mobilitat besitzen. Im Trenngel werden die Proteine entsprechend ihrer molekularen
Grolie aufgetrennt.

Die Trenngele haben bei unseren Untersuchungen verschiedene Konzentrationen von
Bisacrylamid. Fur die eNOS-Blots werden 8%-ige Gele und fur die VASP- und pVASP-Blots
werden 10%-ige Gele verwendet entsprechend der Dichte des Polyacrylamid-Netzes und der
Passage der unterschiedlichen molekularen Masse der zu untersuchenden Proteine. ENOS hat ein
Molekulargewicht von 132kD, wéhrend die Molekularmasse von VASP 46kD und von pVASP
50kD betragt. Bei einem hoheren Acrylamid-Anteil ist das Netz dichter, so dass kleinere Proteine
schlecht passieren konnen und daher gut darstellbar sind.

Die Elektrophoresekammer wird mit Laufpuffer aufgefullt und eine Spannung von 200V fir
90min angelegt. Als Positivkontrollen dienen bei eNOS humane Endothelzellen, bei VASP
humane Thrombozytenkonzentrate in der Verdinnung 1:50 und bei pVASP humane SNP-
stimulierte Thrombozyten (1:10).
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Proteinblotting

Beim Proteinblotting werden die Proteine vom Gel auf eine proteinbindende Membran
ubertragen (Gel-Blot). Dieser Schritt ist insofern sinnvoll, da sich die Membran als Tragermatrix
aufgrund ihrer besseren Handhabbarkeit bei weiteren Reaktionen mit verschiedenen Reagenzien
gut eignet.

In unseren Untersuchungen wird das Semi-Dry-Verfahren angewandt. Protran® Nitrocellulose
Membran (Schleicher & Schuell, Dassel, Deutschland) wird als Tragermatrix beim Blotting
verwendet. Die Blotbedingungen sind mit 60min bei 15V festgelegt. Die Membranen werden mit
0,1%-iger PBST-Milchpulverlosung tber Nacht bei 4°C blockiert. PBST (Phosphate-Buffered
Saline) ist ein Puffer bestehend aus Natriumchlorid (80g), Dinatriumhydrogenphosphat (11,59g),
Kaliumhydrogenphosphat (2g) und Kaliumchlorid (2g) mit Tris-Puffer, womit der pH-Wert bei
4°C bei 7,7-7,8 liegt.

Proteinnachweis

Die Immunreaktion des spezifischen Antikorpers mit dem Protein ist der entscheidende Schritt im
Laufe des Experimentes. Mit dem ersten Antikorper wird bei den eNOS-Blots (eNOS/NOS Type
111 610296, Isotyp Mouse 1gG1, Clone 3, Mol. Weight 140, Pos. Control Human Endothelial, BD
Transduction Laboratories) in der Konzentration 1:1000 2h und der zweite Antikorper (Goat
Anti-Mouse 1gG, H&L Chain Specific, Peroxidase Conjugate - HRP, Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland) 1:3000 1h inkubiert. Als Inkubationspuffer fur den eNOS-Antikorper wird ein Tris-
HCI-Puffer mit 1% Tween verwendet. Bei allen anderen Antikorpern dient eine 0,1%ige PBST-
Milch-Lésung als Inkubationspuffer. Bei den VASP-Blots dient Anti-VASP (Affinity purified
rabbit antibody Ig 731; ImmunoGlobe; Antikorpertechnik GmbH) als erster Antikorper in der
Verdinnung 1:2500 und als zweiter Antikorper Anti-Rabbit (Calbiochem, Darmstadt,
Deutschland) in der Konzentration 1:5000. Der pVASP-Antikorper (Anti-VASP,
Phosphospecific, Calbiochem) wird in der Verdinnung 1:1000 und Anti-Mouse in der
Verdinnung 1:5000 aufgetragen. Bei VASP und pVASP wird 1h mit dem ersten Antikoérper und

20min mit dem zweiten Antikorper inkubiert.
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Detektion

Nach der Bindung des Erst-Antikdrpers an die transferierten Proteine ist die Bindung des zweiten
Antikdrpers notwendig, um die Bindung zu visualisieren. Der Zweit-Antikorper stammt aus einer
anderen Spezies, der an den Erst-Antikdrper nicht nur einfach sondern mehrfach bindet, was zu
einer Signalverstarkung fuhrt.

Die Detektion erfolgt durch verstarkte Chemilumineszenz nach dem Kit Enhanced
Chemilumineszenz-L6sung Plus Western-Blotting Detection System (ECL, Amersham, UK). Die
Rontgenfilme werden in der Dunkelkammer belichtet. Densitometrische Messungen werden mit
den Softwareprogrammen BASReader (Control Software for Fuji-Film BAS and FLA scanners,
Version 3.14, February 5, 2002, Serial # 21451; raytest Isotopenmessgerdte GmbH,
Straubenhardt, Deutschland) und AIDA (Advanced Image Data Analyzer, 2D Densitometrie,
Version 3.27.001, January 27, 2003; Serial # 9837; raytest Isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt, Deutschland) mithilfe des Phosphoimagers FLA-3000 Fujifilm durchgefihrt.

3.6 In-vitro-Leberperfusion

Vorbereitung der Perfusionsldsung

Die Perfusionsldsung soll wahrend der Untersuchung die Homdoostase auf einem physiologischen
Niveau gewahrleisten, was in vivo durch die Elektrolytzusammensetzung und das Puffersystem
des Blutes bewerkstelligt wird. Diese Eigenschaften des Blutes sollen durch Krebs-Henseleit-
Puffer imitiert werden.

Ein Liter Perfusionslosung setzt sich zusammen aus 9,559 Krebs-Henseleit-Puffer (Sigma-
Aldrich), 2,1g NaHCO3, 0,373g CaCl, x H,O und 20001U Heparin in 1 Liter Aqua dest. gelst.
Der pH-Wert wird auf ein physiologisches Niveau von 7,4 eingestellt und durch Titration mit
HCI und Natriumbikarbonat konstant gehalten. Die Ldosung wird auf 38°C erwérmt und 20min
mit Carbongen-Gas (Fa. Linde, Siegburg, Deutschland) mit einer Zusammensetzung von 95% O,
zu 5% CO, préoxygeniert. Elektrolyte, Oxygenierungsgrad, pH-Wert und Temperatur der
Perfusionslosung werden in jedem Experiment durch Blutgasanalyse mit RADIOMETER ABL
700 SERIE (Drott Medizintechnik, Wiener Neudorf, Osterreich) kontrolliert.
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Vasoaktive Substanzen

Zur Ermittlung der dosisabhangigen Antwort vasoaktiver Substanzen werden der unspezifische
NO-Synthase-Inhibitor N-nitro L-arginine methyl-ester (L-NAME) und der a;-Adrenorezeptor-
Agonist Methoxamin verwendet.

L-NAME wird in einer systemisch wirksamen Dosis von 1mM verwendet, um den Effekt der
NOS-Blockade zu untersuchen. Mit Methoxamin wird in drei verschieden Dosen (1uM, 10uM,
100uM Methoxamin) perfundiert, damit die dosisabhéngige Antwort dargestellt werden kann.
Mit L-NAME in einer systemisch wirksamen Dosis wird nach ca. 20-minutiger Stabilisierung der
In-situ-Leberperfusion perfundiert. Die Konzentration betrdgt mit 0,04g L-NAME/150ml des
zirkulierenden Volumens 1mM. Etwa 10min nach L-NAME-Gabe entsteht ein Steady State der
Dosis-Antwort-Kurve, worauf mit 1uM Methoxamin perfundiert wird. Nach erneutem Abwarten
eines Steady State erfolgt die Perfusion mit 10pM und 100uM Methoxamin.

Gerateaufbau und —vorbereitung

Ein flusskontrolliertes Perfusionssystem findet in der Untersuchung Anwendung. Es handelt sich
um ein Zirkulationssystem, das durch die kontinuierliche Rotation einer Peristaltikpumpe (Peri
Star, World Precision Instruments, Berlin, Deutschland) mit 40U/min aufrechterhalten wird. Das
Erreichen eines konstanten Temperaturniveaus wird durch ein Wasserbad (M3/B Lauda, Hugo
Sachs Elektronik, March-Hugstetten, Deutschland) gewdhrleistet (Temp. 38°C). Im
Zirkulationssystem ist ein Blasenfanger integriert, um eine Luftembolie der perfundierten Leber
zu vermeiden. Ein Auffanggefal mit einer Markierung ermoglicht das Ablesen eines konstanten
Zirkulationsvolumens von 150ml. Carbongen wird sowohl in eine Gaswaschflasche gegeben als
auch in die im Wasserbad erwdarmte Reserveperfusionslosung geleitet, die nicht in das System
einbezogen ist. Das in der Gaswaschflasche befindliche Carbongen geht den Diffusionsweg durch
einen pordsen Siliconschlauch und 16st sich in der Perfusionsflissigkeit.

Um die Druckmessung mit der Software (AcgKnowledge, MP 150 Manager, Version 3.7.3,
BIOPAC System, Inc.) durchzufiihren, werden die Druckkandle des Druckmessers ( TAM-D Typ
705/2 im Plugsys-Minicase Typ 609, Pressure Transducer, Hugo Sachs Elektronik) auf OmmHg
und 30mmHg geeicht, wobei die Nullpunkte des Eingangs- und Ausgangsdruckes gegeneinander
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verschoben werden. Die Druckaufnehmer (Isotec-Pressure Transducer, Hugo Sachs Elektronik)
werden mit OmmHg auf Herzebene und auf Ebene der Pfortader geeicht.
Die Stabilitdt des Systems wird nach Aufbau und Einstellung der Rollerpumpe auf eine

Flussgeschwindigkeit von 30ml/min dreimal im Abstand von jeweils 10min Gberprift.

Préparation

Das Versuchstier (ménnliche Sprague-Dawley Ratte) wird mit Ketaminhydrochlorid (100mg/kg
KG i.m., 25mg/ml Esketamin Hydrochlorid, Parke-Davis GmbH, Pfizer GmbH) durch
intramuskuldre Injektion andsthesiert. Das Fell wird im Abdomenbereich abgetragen, um
mdgliche Embolisationen bei der Katheterplatzierung in die Pfortader durch Fellpartikel zu
vermeiden. Anschliefend wird eine Laparotomie entlang der gefél3armen Linea alba und eine
Erweiterung in lateraler Richtung durchgefiihrt. Man lagert den Darm auf die linke Seite der
Ratte aus. Die Vena cava inferior wird suprarenal prapariert, und um sie wird eine lose Ligatur
platziert. Die Vena portae wird proximal prépariert und die Vena lienalis ligiert. Zwei lose
Ligaturen werden an die Vena portae angelegt. Im Anschluss werden 5001U Heparin in die Vena
cava inferior injiziert.

Vor dem Anschluss an das zirkulierende System wird die distale Ligatur der Vena portae
zugezogen. Durch eine feine Inzision der proximalen Pfortader wird die Offnung fur die
Katheterisierung der Pfortader geschaffen. Der Perfusionskreislauf wird unterbrochen, um den
14-Gauge-Teflon-Katheter an die Pfortader anzuschlielen. Die proximale Ligatur wird zum
Fixieren des Katheters zugezogen. Kaudal der losen Ligatur der VVena cava inferior werden die
GeféalRe durchtrennt, um den Abflul der Perfusionsflussigkeit und des restlichen Blutes zu
ermoglichen und einen rapiden intrahepatischen Druckanstieg zu vermeiden. Artifiziell wird ein
Pneumothorax herbeigefihrt, was mit dem Weiterleben der Ratte unvereinbar ist. Die Vena cava
superior wird aufgesucht und der Ausflusskatheter angeschlossen. Die suprarenale Vena cava
inferior wird ligiert und die Leber exsanguiniert. Nach Exsanguinierung wird der
Perfusionskreislauf mit einem Zirkulationsvolumen von 150ml Krebs-Henseleit-Ldsung
wiederhergestellt und die Messung des Pfortaderdruckes und des Druckes in der Vena cava
gestartet.
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Druckmessung und Dosis-Antwort-Kurven

Die Druckmessung in der Pfortader wird im Verlauf dargestellt. Der Druck in der VVena cava, der
<0mmHg betragen sollte, dient als Kontrollparameter dafir, dass kein Ruckstau entsteht, sondern
ein leichter Sog vorhanden ist.

Nach 20-minutiger Stabilisierung des Leberperfusionskreislaufs wird mit L-NAME zur NO-
Hemmung in einer systemisch wirksamen Dosis perfundiert. Etwa 10min nach L-NAME-Zugabe
entsteht ein Steady State der Dosis-Antwort-Kurve, worauf 1uM Methoxamin hinzugegeben
wird. Nach erneutem Abwarten eines Steady State erfolgt die Gabe von 10uM und 100uM

Methoxamin. Danach wird die Messung beendet.

3.7 Statistische Analyse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt durch den arithmetischen Mittelwert +/-
Standardabweichung. Der Vergleich der Gruppen wird anhand des Mann-Whitney-U-Testes
durchgefuhrt (StatView 5.0, SAS Institute, Cary, North Carolina, USA). Als statistisch

signifikant wird p<0,05 angesehen.

4, Ergebnisse

4.1 Hamodynamische Microspharen-Untersuchung

Gallengangsligierte Ratten weisen vier Wochen nach der Operation gegenlber den Sham-Ratten
einen signifikant erhdhten Pfortaderdruck auf (BDL (n=6): 19,5 +/- 2,6mmHg; Sham (n=3): 6,8
+/- 1,8mmHg). Der mittlere arterielle Druck (MAD) bei BDL-Ratten ist im Vergleich zu den
Sham-Ratten niedriger (BDL: 105 +/- 21lmmHg; Sham: 146 +/- 1,7mmHg). 28 Tage post
operationem werden BDL-Ratten drei Tage in Folge mit 1mg/ml/kg KG AVE 9488 behandelt.
Der MAD unterscheidet sich nicht signifikant bei den behandelten und den unbehandelten BDL-
Ratten (s. Abb. 7). Der kardiale Index ist bei den mit AVE 9488 behandelten BDL-Ratten
signifikant niedriger als bei den BDL-Ratten (s. Abb. 8).
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Mittlerer Arterieller Druck

[mmHg]
100 j .—
0 |
BDL/ +AVE 9488 BDL/ -AVE 9488
Abb. 7 Beim mittleren arteriellen Druck sind zwischen mit AVE 9488 behandelten und nicht behandelten

Gallengangsligatur(bile-duct-ligated, BDL)-Ratten keine signifikanten Unterschiede zu erkennen. Es ist keine
systemische Auswirkung des Medikamentes zu beobachten.

Die Anzahl der BDL-Kontrolltiere betrdgt n=6 und die der mit AVE 9488 behandelten BDL-Ratten n=9.

Herzzeitvolumen

[mI/min/100g KG]
0 T
T I—
0 J
BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 8 Das Herzzeitvolumen von mit AVE 9488 therapierten BDL-Ratten ist im Vergleich zu den nicht

therapierten BDL-Kontrolltieren signifikant erniedrigt (p<0,001). Die Erniedrigung des Herzzeitvolumens (HZV)

durch AVE 9488 spricht fiir eine Kreislaufentlastung bei hyperdynamischer Zirkulation bei portaler Hypertension
und vermehrtem zirkulierenden Blutvolumen.
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Der Portaldruck war um 25% signifikant niedriger in der mit AVE 9488 behandelten BDL-
Gruppe als in der BDL-Kontrollgruppe. Eine Vermehrung des splanchnischen Flusses bei
behandelten Ratten ist zu beobachten. Bei hyperdynamischer Zirkulation ist der portalventse
Zufluss aus den splanchnischen Organen Magen, Darm, Mesenterium, Milz und Pankreas erhoht.

Pfortaderdruck
[mmHg]
20
0 j
BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 9 Der Pfortaderdruck wird durch AVE 9488-Behandlung bei BDL-Ratten um 25% gesenkt (p<0,01).

Eine signifikante spezifische Drucksenkung im portalen Stromgebiet kann beobachtet werden.

Hepatischer Portal-vendser Fluss

[mI/min/100g/KG]

s

BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 10 Der hepatische portal-vendse Fluss von mit AVE 9488 therapierten BDL-Ratten ist im Vergleich zu

nicht behandelten BDL-Ratten vermehrt (p<0,01). Die vermehrte Durchblutung im Splanchnikus bei behandelten

Ratten flihrt zu einem vermehrten portalvendsen Fluss.
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Bei den arteriellen Fliissen der Leber- und der Nierenarterie ist kein Unterschied zwischen
behandelten und nicht behandelten BDL-Ratten zu erkennen.

Fluss in der A. hepatica

[mI/min/100g KG]
5 -:
0 |

BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb.11 Der Fluss in der A. hepatica bleibt anders als im Splanchnikus nach AVE 9488-Applikation

unverandert (kein signifikanter Unterschied).

Fluss in der A. renalis

[m1/min/100g KG]

im

BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 12 Der Fluss in der A. renalis &ndert sich im Gegensatz zum Splanchnikusgebiet nach AVE 9488-

Gabe ebenfalls nicht wesentlich (kein signifikanter Unterschied).
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Der hepatische Gefalwiderstand und der splanchnische GeféBwiderstand sind in der mit AVE
9488 behandelten BDL-Gruppe signifikant niedriger als in der nicht behandelten zirrhotischen
Kontrollgruppe.

Hepatischer GefaRwiderstand

4
[MmHg*min*100g/ml]
| j

BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 13 Der hepatische PortalgefaBwiderstand wird durch AVE 9488 um mehr als 40% gesenkt (p<0,01).

Ein erhoher portalvendser Fluss und ein erniedrigter intrahepatischer Widerstand kdnnen bei der Senkung des
hepatischen PortalgefaBwiderstandes beobachtet werden.

Splanchnischer Gefallwiderstand

[mMmHg*min*100g/ml]

m

BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488

Abb. 14 Der splanchnische GefaRwiderstand ist bei den mit AVE 9488 behandelten BDL-Ratten im
Vergleich zu den unbehandelten BDL-Ratten um 50% reduziert (p<0,05). Sowohl eine vermehrte

Splanchnikusdurchblutung als auch eine Portaldrucksenkung erklédren die Widerstandserniedrigung in den
splanchnischen GefaRen.
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Der portal-sinusoidale Widerstand ist bei den behandelten BDL-Ratten signifikant niedriger als
bei den nicht behandelten BDL-Ratten.

Portal-sinusoidaler Widerstand

[10 3*dyne*s*cm™] T
100
T
0
BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 15 Der portal-sinusoidale Widerstand wird durch AVE 9488-Behandlung um 30% gesenkt (p<0,05).

Eine intrahepatische Erniedrigung des Widerstandes wird durch AVE 9488 erreicht.
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Die Ubersicht der hamodynamischen Parameter von mit AVE 9488 behandelten und

unbehandelten Tieren weist auf eine Drucksenkung im portalen und intrahepatischen Stromgebiet

hin, wahrend die Medikamentenwirkung nicht fir eine systemische Belastung im Sinne einer

systemischen arteriellen Hypotonie spricht.

MAD [mmHg] Cardiac SVR Fluss der A. Fluss der A.
Output [mmHg/ml/min/100g renalis hepatica
[m1/min/100g KG] [m1/min/100g [m1/min/100g
KG] KG] KG]
BDL/+ AVE 102 +/- 20 17,6 +/- 6,7 8,25 +/- 4,5 4,48 +/- 1,66 55+/-2,1
9488 (1mg/kg
KG)
Anzahl =9
BDL/- AVE 105 +/- 21 39,0 +/- 11,4 2,90 +/-1,5 3,59 +/- 0,58 55+/-15
9488
Anzahl =6
p 0,73 0,0005 0,016 0,23 0,9
Tabelle 6 Bei den arteriellen hdmodynamischen Parametern bei BDL-Ratten mit und ohne AVE 9488-

Applikation sind signifikante Unterschiede im Herzzeitvolumen (HZV) und im systemischen GefaRwiderstand (SVR)

zu beobachten.

PP Portal Shunt Hepatic portal- Portal sinusoidal | Splanchnic vascular
[mmHg] tributary volume vascular resistance resistance resistance
bloodflow [mI/min/100g | [MmHg*min*100g/ml] | 10**dyne*s*cm®] | [mmHg*min*100g/ml]
[m1/min/100g KG]
KG]
BDL/+ | 14,8 +/- 6,3+/-1,2 52+/-6,4 1,91 +/- 0,7 60 +/- 23 79+/-35
AVE 2,9
9488
(Img/kg
KG)
Anzahl
=9
BDL/- | 19,5 +/- 4,3+/-0,6 1,1+/-14 3,3+/-0,8 88 +/- 23 16,4 +/- 8,9
AVE 2,6
9488
Anzahl
=6
p 0,007 0,007 0,15 0,005 0,048 0,023
Tabelle 7 Aufer beim Shunt-Volumen sind durch die AVE 9488-Gabe Verdnderungen im vendsen System zu

beobachten.
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4.2 Quantitative PCR

In der Leber zeigt sich eine signifikante Erh6hung des eNOS-mRNA-Steady-State-Levels (AACt
1,8; 3,6-fache Zunahme) bei den pharmakologisch behandelten Ratten im Vergleich zu den BDL-
Kontrolltieren.

15 - p=0,002
O
O
- 12,9 1 T
2 .
n 3
3 3 5
- 14 &
O
7,5
BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 16 Je niedriger der ACt-Wert ist, desto schneller wird eine bestimmte mRNA-Konzentration erreicht.

Das eNOS-mRNA-Steady-State-Level ist bei mit AVE 9488 behandelten BDL-Ratten in der Leber gegeniiber den
nicht behandelten BDL-Ratten signifikant erhéht (p<0,005). AVE 9488 bewirkt eine Erhéhung des eNOS-mRNA-
Levels.

Eine systemische Wirkung ist nicht festzustellen, da bei den behandelten Ratten keine
signifikante Erhohung in den Steady State-Level in der Aorta nachzuweisen ist (AACt 0,98).
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Abb. 17 In der Aorta zeichnet sich keine signifikante eNOS-mRNA-Erhéhung durch AVE 9488-Behandlung

bei BDL-Ratten ab. AVE 9488 zeigt keine systemische eNOS-mRNA-Erhéhung.

In der A. mes. sup. ist ebenfalls kein signifikanter Unterschied in den Steady State-Level zu
verzeichnen (AACt 0,03). Die Ergebnisse der PCR von Aorta und A. mes. sup. zeigen keine
systemische Wirkung von AVE 9488.
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Abb. 18 Es gibt keinen signifikanten Unterschied in den eNOS-mRNA-Steady State-Level in der A. mes. sup.

zwischen mit AVE 9488 behandelten BDL-Ratten und nicht behandelten BDL-Ratten. AVE 9488 zeigt keine eNOS-
mRNA-Erhéhung der A. mes. sup.
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Organe von BDL-Ratten/ | Organe von BDL-Ratten/ p
+ AVE 9488 - AVE 9488
Leber MWACt 10,21 +/- 0,86 MWACt 12,03 +/- 1,25 < 0,005
Aorta MWACt 13,71 +/- 2,38 MWACt 14,69 +/- 1,79 nicht signifikant
A. mes. sup. MWACt 12,88 +/- 0,94 MWACt 12,91 +/- 0,98 nicht signifikant

Tabelle 8 Es zeichnet sich eine spezifische eNOS-Erhéhung in der Leber durch AVE 9488 in der
Polymerasekettenreaktion (PCR) bei BDL-Ratten ab.

4.3 Immunoblot

Nachdem fir die Leber auf mRNA-Ebene eine Zunahme an NOS-3-RNA gezeigt ist, wird als
néchstes die Proteinexpression von NOS-3 untersucht.

eNOS in der Leber

[mm?/LAU]

5x10

Western blot, BDL -Leber, eNOS*

BDL/ BDL/
+AVE 9488 -AVE 9488
Abb. 19 Eine vermehrte Proteinexpression von eNOS in der Leber mit Nachweis von eNOS (p<0,05) ist im
Western blot bei mit AVE 9488 behandelten im Vergleich zu den unbehandelten BDL-Rattenlebern zu erkennen. (Die

densitometrischen Daten sind im Diagramm veranschaulicht. Der Unterschied ist signifikant.).
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Bei den eNOS-Immunoblots von der Aorta und der Arteria mesenterica superior sind keine

signifikanten Unterschiede in der Proteinsynthese zwischen beiden Gruppen zu erkennen.

eNOS in der Aorta

[mm%/LAU]
0,001
Western blot, Aorta, eNOS* 0L L] |
BDL/  BDL/
+AVE 9488 -AVE 9488
Abb. 20 AVE 9488 zeigt in der Proteinexpression von eNOS in der Aorta im Western blot bei mit AVE 9488

behandelten und unbehandelten Ratten keinen signifikanten Unterschied.

eNOS in der A. mes. sup.

[mm%/LAU] l

0,002

L
0,001

Western blot, A. mes. sup., eNOS* 0 L L

BDL/ BDL/
+AVE 9488 -AVE 9488
Abb. 21 Es ist kein signifikanter Unterschied durch AVE 9488 beziiglich der Proteinexpression von eNOS in

der A. mes. sup. im Western blot erkennbar.



55

VASP (Vasodilator-stimuliertes Phosphoprotein)- und pVASP-Immunoblots, die einen Hinweis
auf die Aktivitat von eNOS liefern, zeigen eine erhohte Aktivitat von pVASP in der Leber (bei 50
kD) bei den mit dem eNOS-Transkriptionsenhancer behandelten Ratten. Die Phosphorylierung
des Proteinkinase G(PKG)-Substrates VASP an Ser-239 ist ein biochemischer Marker fir die
PKG-AKktivitat [64,124]. Die cGMP-abhdngige PKG 16st eine Vasodilatation aus.

Die Blots mit Gesamt-VASP weisen keinen signifikanten Unterschied in der VASP-Expression

auf.

VASP in der Leber
[mm%LAU]

0,001

Western blot, Leber, VASP* 0 L

BDL/ BDL/
+AVE 9488 -AVE 9488
Abb. 22 Im Western blot von mit AVE 9488 behandelten und unbehandelten zirrhotischen Leberproben mit
Nachweis von VASP ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen. Die VASP-Konzentrationen in der Leber sind

gleichwertig, so dass die pVASP-Konzentrationen verglichen werden kénnen.
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pVASP in der Leber

[mm?/LAU] 4|1

0,001
Western blot, Leber, pVASP* 0 —
BDL/ BDL/
+AVE 9488 -AVE 9488
Abb. 23 Eine erhéhte pVASP-Konzentration durch AVE 9488 in der Leber kann im Western blot festgestellt

werden (p<0,05).

4.4 In-vitro-Leberperfusion

Eine signifikante Senkung des basalen Perfusionsdruckes liegt bei den pharmakologisch
behandelten Tieren im Vergleich zu unbehandelten BDL-Ratten von 10,42 +/- 5,5mmHg auf 5,95
+/- 1,9mmHg vor. Nach Perfusion mit ImM L-NAME ist ein Druckanstieg von 12,64 +/-
7,42mmHg bei den zirrhotischen Tieren und 9,85 +/- 3,2mmHg bei den behandelten BDL-Ratten
zu verzeichnen. Das entspricht einem Druckanstieg bei den behandelten Ratten von 39,6% und
bei den Kontroll-BDL-Ratten von 17,6%. Durch L-NAME 14t sich der AVE 9488-Effekt
aufheben.

Die Perfusion mit 1uM Methoxamin verursacht bei behandelten Tieren einen Druckanstieg von
42,3% und 36,8% bei den Kontrolltieren. Nach 10uM Methoxamingabe steigt der Druck um
22,1%, nach 100uM Methoxamingabe um 16,5% bei den mit AVE 9488 behandelten BDL-
Ratten. Der dosisabhéngige Druckanstieg zeigt sich bei den zirrhotischen Kontrolltieren mit

17,3% nach 10pM Methoxamingabe und mit 17,1% nach 100uM Methoxamingabe.
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PP (initial) PP (+L- PP (+1uM PP (+10pM PP (+100pM
[mmHg] NAME) Methoxamin) Methoxamin) Methoxamin)
[mmHg] [mmHg] [mmHg] [mmHg]
BDL/+ AVE 9488 59+/-19 9,8 +/-3,2 17,1 +/-5,0 21,9 +/- 6,7 26,3 +/- 6,0
(MW +/- SD; n=9) P<0,01 P<0,001
BDL/+ AVE 9488 10,4 +/-5,5 12,6 +/- 7,4 20,0 +/- 11,6 24,2 +/- 12,6 29,5+/-12,3
(MW +/- SD; n=9)
p <0,01
Tabelle 9 AVE 9488 senkt den Pfortaderdruck signifikant. Die NOS-Erhdhung durch AVE 9488 wird durch

L-NAME, einem NOS-Hemmer, aufgehoben. Die dosisabhéangige Wirkung des Alphal-Agonisten Methoxamin ist

dargestellt. Eine effektive Vasokonstrikton durch die Alphal-Stimulation ber die NOS-Blockade hinaus durch L-

NAME ist zu beobachten.

(p<0,01).

Basaldruck
PP[mmH(g]
10
0
BDL/ +AVE 9488 BDL/-AVE 9488
Abb. 24 AVE 9488 senkt den basalen Pfortaderdruck bei BDL-Ratten in der In-vitro-Leberperfusion
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In-vitro-Leberperfusion an BDL-Ratten mit L-NAME und Methoxamin

PP
[mmHg]
P<0,001
I il
P<0,01
20 [
v
0
Basaldruck 1mM L-NAME 1uM Methoxamin 10pM Meth. 100puM Meth.
P<0,01 nicht signifikant  nicht signifikant  nicht signifikant  nicht signifikant
Abb. 25 Die Druckverhaltnisse bei Gabe von L-NAME und Methoxamin andern sich bei verschiedenen

Dosierungen. Die Blockade der NO-Synthetase durch L-NAME zeigt einen signifikanten Unterschied bei mit AVE
9488 behandelten Ratten.

0 BDL/ +AVE 9488

B BDL/-AVE 9488
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5. Diskussion

Der eNOS-Transkriptionsenhancer AVE 9488 hat Auswirkungen auf die portale Hdmodynamik.
Bei unverdndertem MAD senkt die Substanz den Pfortaderdruck signifikant. Der intrahepatische
und splanchnische Widerstand werden ebenfalls durch AVE 9488 verringert. Eine Reduzierung
des HZV ist durch AVE 9488 zu beobachten. Die Senkung des Pfortaderhochdruckes von AVE
9488 scheint mit einem erhohten eNOS-Steady-State-Level auf mRNA-Ebene in der Leber
zusammenzuhéngen. Auch auf Proteinebene ist eine vermehrte eNOS-Proteinexpression in der
Leber in Abgrenzung zu anderen Organsystemen zu beobachten. Der Substanzeffekt zeigt sich
auch durch die Inhibition der NO-Synthetase mit L-NAME, die einen signifikanten Anstieg des
Pfortaderdruckes bewirkt.

Da die Datenlage bei AVE 9488 auf eine selektive intrahepatische NO-Zunahme schlielRen l&sst,
ist ein Vergleich mit anderen NO-Donoren angebracht. Zu den konventionellen NO-Donoren
zdhlen Nitrate. Nitrate werden in der Sekundarprophylaxe von Varizenblutungen eingesetzt
[150]. Portal-hypotensive Effekte werden den Nitraten zugeschrieben, was durch zahlreiche
Studien belegt ist [70,93,121]. Als aktivierte metabolisierte Form von Isosorbiddinitrat [2] besitzt
Isosorbid-5-mononitrat (ISMN) potente venose und milde arterielle dilatatorische Eigenschaften
[141]. ISMN wird oral verabreicht komplett resorbiert, es weist keinen First-Pass-Effekt, eine
verlangerte Halbwertszeit und eine Dosis-lineare Kinetik auf [2,3,141,143]. Navasa et al. haben
eine signifikante dosisabhéngige Reduktion des Portaldruckes durch ISMN (Senkung um 10%
bei 20mg und um 18% bei 40mg) bei Patienten mit fortgeschrittener Leberzirrhose festgestellt
[100]. Bei ISMN wird neben einer Pfortaderdrucksenkung durch eine Dilatation der porto-
kollateralen und intrahepatischen GeféalRe [15,50] eine reflektorische Konstriktion durch die
systemische Vasodilatation und den Barorezeptorreflex [153] beobachtet. Eine splanchnische
Vasokonstriktion mit folglich vermindertem hepatischen Zustrom ist die Folge. Eine Reduktion
des hepato-ventsen Druckgradienten (HVPG) bei Patienten, die mit ISMN therapiert werden,
erfolgt ohne signifikante Anderungen des hepatischen Blutflusses wie auch des portalen
Blutflusses, was auf eine Widerstandssenkung im hepatischen Gefél3bett schlieRen l&sst [48].
Diese Widerstandssenkung deutet auf eine intrahepatische dilatatorische Funktion von Nitraten
hin. Die Reduktion des HVPG geht mit einer signifikanten Erniedrigung des Herzzeitvolumens
aufgrund der erniedrigten Vorlast einher [35]. Der Fluss in der V. azygos ist in dieser Studie
dadurch signifikant erniedrigt. Eine andere Studie an Patienten [148] hat gezeigt, dass ISMN
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nicht den HVPG vermindert, jedoch eine arterielle systemische Hypotonie verursacht. Bel
niedrigen Dosen wird das gleiche Phanomen der arteriellen systemischen Drucksenkung ohne
Erniedrigung des HVPG bei Glyceroltrinitrat beobachtet [150]. Glyceroltrinitrat ist mehr als
Venodilatator als ein arterieller Dilatator bekannt. Bei hoheren Dosen werden sowohl eine
arterielle Hypotension wie auch eine Abnahme des Pfortaderdruckes beobachtet. Die systemische
Hypotonie mit einer signifikanten Reduktion des MAD tritt bei allen Nitraten auf [90,100,150].
Molsidomin als ein weiterer NO-Donor [32,123,155] wird an Patienten zur Behandlung der
portalen Hypertension erprobt. Vorteilhaft gegeniiber Glyceroltrinitrat ist der geringere arterielle
hypotensive Effekt; jedoch wird hauptsachlich eine splanchnische Vasodilatation provoziert
[72,123]. Selbst die intravendse Applikation des aktiven Metaboliten von Molsidomin vermehrt
den portalen Zufluss im Gegensatz zu allen anderen NO-Donoren, die den portalen Zufluss
mindern [70,63]. Da ein vermehrter portaler Zufluss die portale Hypertension verstérkt, ist der
Vorteil von Molsidomin gegeniber den anderen NO-Donoren eher gering.

Ein Hauptproblem bei der Langzeittherapie mit Nitraten stellt die Toleranzentwicklung dar
[1,137]. Eine Toleranzentwicklung durch Nitrate bei Patienten mit kardialen Ischdmien ist belegt
[137,85]. Diese Studien zeigen eine Frequenz- und Dosisabhangigkeit von ISMN; wahrend bei
der kontinuierlichen Verabreichung von 50mg ISMN eine fast komplette Toleranzentwicklung
beobachtet werden kann, ist der Effekt bei einer Dosis von 20mg ISMN deutlich geringer. Um
die Toleranzentwicklung zu testen, ist der Nitroglycerin-cross-Toleranztest zum Einsatz
gekommen [29,144]. Der Test basiert auf der Tatsache, dass Nitroglycerin und ISMN auf gleicher
zellularer Ebene die glatte Gefalmuskulatur relaxieren [66,101]. Daher kann die
Toleranzentwicklung gegeniiber ISMN, die durch die Nitroglycerin-Antwort verschleiert wird,
quantifiziert werden. Ergebnis dieser Untersuchung ist eine partielle Toleranzentwicklung
gegentiber ISMN nach 3-monatiger kontinuierlicher Applikation. Jedoch kann bei der
Langzeittherapie mit ISMN eine signifikante Pfortaderdrucksenkung auch nach drei Monaten
kontinuierlicher ISMN-Gabe beobachtet werden [48]. Eine weiterere Erklarung kann in der
kompensatorischen neurohumoralen und hamodynamischen Anpassung liegen, die das
Ansprechen auf Nitrate verschleiert [139]. Mdglicherweise 16st die systemische Hypotension die
Aktivierung endogener vasoaktiver Mechanismen mit folglicher Konstriktion aus, so dass
teilweise die vasodilatatorischen Effekte maskiert werden [127,153].

Trotz der portalen Drucksenkung durch Nitrate entfallt die Option der Monotherapie mit Nitraten
aufgrund ihrer systemischen hypotensiven Wirkung und der Toleranzentwicklung. AVE 9488
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zeigt gegeniber Nitraten in den entscheidenden Merkmalen erhebliche Vorteile. Eine signifikante
Pfortaderdrucksenkung geht mit normotonischen Systemdriicken einher. Die Langzeitwirkung
von AVE 9488 wurde nicht untersucht, so dass keine Aussagen zur Toleranzentwicklung
gemacht werden kénnen. Ein erniedrigter HVPG, wie er bei der Behandlung mit ISMN gemessen
wird, bei gleichzeitig unverandertem portalen Zufluss und unverandertem hepatischen Blutfluss,
wird bei AVE 9488 nicht beobachtet. Im Gegensatz zu den Nitraten, die einen verminderten
portalen Zufluss herbeifiihren, zeigt die Datenlage bei AVE 9488 eher eine Vermehrung des
portalen Zuflusses. Ein Grund fir die Abnahme des portalen Zuflusses bei Nitraten kann
einerseits darin liegen, dass die systemische Hypotonie durch die gleichméaRige Verteilung der
erhohten NO-Verfligbarkeit im gesamten vaskuldren System eine reflektorische Konstriktion und
Barorezeptoraktivierung bewirkt. Andererseits konnen die Shuntverbindungen, die bei portaler
Hypertension entstehen, die Abnahme des Portalflusses erklaren. Bei der portalen Hypertension
bedingen der erhéhte intrahepatische Widerstand und der verminderte intrahepatische Fluss [134]
eine vorwiegend hyperdynamsiche splanchnische Zirkulation. Aufgrund der Volumenzunahme
im Splanchnikus ist von einer ausgepragten reflektorischen Konstriktion auszugehen [153],
womit die Verminderung des portalen Zuflusses bei Nitratgabe zu erkléren wére [15,100].

Anders verhalt es sich mit AVE 9488, das sich nicht homogen im gesamten vaskul&ren System
verteilt, sondern vor allem an den Orten mit erhohter eNOS-Verfugbarkeit wie der Leber
vorhanden ist. ENOS, die zunéchst in Endothelzellen nachgewiesen worden ist, ist auch in
mesangialen, glialen, neuronalen Zellen und im respiratorischen Epithel vorhanden [159]. In der
zirrhotischen Leber kommt eNOS durch die verstarkte Geféal3proliferation in sinusoidalen
Endothelzellen [159], die die Mikrozirkulation aufrechterhalten, in portalen und septalen
Endothelzellen und in den Gallengdngen vermehrt vor. Nur in den Hepatozyten ist keine eNOS
zu finden [88]. Wie die Daten unserer Untersuchungen belegen, wird nur in der Leber, nicht
jedoch in den systemischen und splanchnischen Gefédlien eine signifikant erhohte eNOS-
Verfligbarkeit durch die Behandlung mit AVE 9488 nachgewiesen. Die Perfusionsdaten zeigen,
dass L-NAME, das die NOS blockiert, eine signifikante portale Druck&nderung bei mit AVE
9488-behandelten Ratten bewirkt. Die hamodynamischen Ergebnisse zeigen ebenfalls eine
portale Drucksenkung durch die Substanz. Die substanzbedingte ausgepragte portale
Drucksenkung kann Ausléser fir die Flusszunahme im Splanchnikusgebiet um mehr als 30%
zusétzlich zur bestehenden hyperdynamischen splanchnischen Zirkulation sein. Da bei den
Nitraten im Gegensatz zu AVE 9488 sowohl die Leberspezifitat als auch das Ausmald der
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portalen Drucksenkung fehlen, ist nicht mit einer Zunahme des splanchnischen und portalen
Flusses zu rechnen. Die Aufrechterhaltung normotoner Systemdriicke ist moéglicherweise durch
die selektive Wirkung von AVE 9488 in der Leber zu erklaren.

Die Idee eines leberspezifischen NO-Donors ist verschiedentlich aufgegriffen und untersucht
worden. Ein Ansatz ist der Gentransfer fur die neuronale NO-Synthetase [162]. Die Transfektion
von nNOS mit einem rekombinanten Adenovirus als Trager ist bei sinusoidalen Endothelzellen,
hepatischen Sternzellen und Hepatozyten vorgenommen worden [162]. Eine signifikante
Erniedrigung des intrahepatischen Widerstandes und eine Pfortaderdrucksenkung sind zu
verzeichnen. Die neuronale NO-Synthetase hat gegentiber der endothelialen Isoform den Vorteil,
dass sie weniger posttranslationalen Modifikationen unterliegt und insofern stabiler ist [162].
Durch einen In-vivo-Gen-Transfer der endothelialen NO-Synthetase [151] wird eine
bemerkenswerte Pfortaderdrucksenkung ohne systemischen Effekt erzielt. Das bestétigt die
wichtige hd&modynamische Rolle von intrahepatischer eNOS in der Pathogenese der portalen
Hypertension.

Hepato-selektive Eigenschaften werden dem NO-Donor V-PYRRO/NO [114] zugesprochen.
Diese Substanz wird zur Verbesserung der Reperfusion nach Ischdmie an transplantierten
Schweinelebern erprobt. Eine signifikante Senkung des Pfortaderdruckes wie auch eine
Reduktion des hepatischen GefélRwiderstandes wird durch V-PYRRO/NO erzielt. Fir einen
maoglichen Einsatz der Substanz in der Transplantationsmedizin missen noch weitere
Untersuchungen bezuglich Dosierung und Zeitspanne der Therapie vorgeschaltet werden.
Besonderes Augenmerk fiel in der letzten Zeit auf 2-(Acetyloxy) benzoic acid 3-(nitrooxymethyl)
phenyl ester (NCX-1000) [40,41,81], einem selektiven NO-Donor fir die Leber, der an
Ursodeoxycholsdure (UDCA) gebunden ist. UDCA wird in den Hepatozyten metabolisiert. In
praklinischen Studien haben Kurz- und Langzeitapplikationen von NCX-1000 bei Nagern mit
chronischen Leberschaden gezeigt, dass es vor einer portalen Hypertonie schiutzt und die
intrahepatische Hyperreaktivitdt gegenlber a3-Adrenozeptoragonisten reduziert [41]. Im
Gegensatz zu Nitraten hat NCX-1000 keinen Einfluss auf den MAD, was gegen eine systemische
Hypotonie spricht. Als weiterer Vorteil gegenuber Nitraten besitzt es eine Selektivitat fir die
Leber, da UDCA ausschlieBlich in der Leber metabolisiert wird [40]. In weiteren Studien mit
NCX-1000 wurde bei unterschiedlichen Tiermodellen mit CCl, [81] und BDL [21,40] die gleiche
Dosierung nach vollstandiger Zirrhoseentwicklung appliziert. Beide Studien belegen erhohte
cGMP-Werte in Leberhomogenisaten von Ratten, die mit NCX-1000 behandelt wurden [40,81].
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Ein wesentlicher Unterschied besteht in der portalen Drucksenkung. Bei den BDL-Ratten konnte
eine signifikante Senkung des basalen Pfortaderdruckes nach NCX-1000-Gabe festgestellt
werden. Beim CCl;-Modell blieb der basale Pfortaderdruck nach NCX-1000-Behandlung
unveréndert. Lediglich ein verminderter portaler Blutfluss wurde registriert [81]. Die Studien zu
NCX-1000 zeigen zwar eine Leberselektivitat, aber keine eindeutige Senkung des portalen
Hypertonus im Sinne einer reversiblen Drucksenkung bei bestehender Zirrhose. Diese Tatsache
ddmmt den mdglichen Einsatz von NCX-1000 als Monotherapeutikum bei Leberzirrhose und
portaler Hypertension ein, da die Pfortaderdrucksenkung ausschlaggebendes Kriterium ist.
Weitere Studien zu NCX-1000 sind notwendig, in denen unterschiedliche Dosierungen,
Zeitpunkte der Applikation und Testung an Patienten mit portaler Hypertension in Betracht
gezogen werden mussen [19].

Verglichen mit NCX-1000 hat AVE 9488 zum Teil ahnliche Vorziige. Gemeinsamkeiten in der
Wirkung sind die erwéhnte Selektivitat fiir die Leber wie auch die teilweise gleiche Wirkung der
Pfortaderdrucksenkung. Der fehlende Einfluss auf den MAD ist ebenfalls ein gemeinsamer
Vorteil gegentber den Nitraten. Eine kritische Auseinandersetzung mit der vermehrten
Splanchnikusdurchblutung bei AVE 9488 sollte im Hinblick auf die Nachteile gegeniiber den
Nitraten vorgenommen werden. Das Herzzeitvolumen steigt nach AVE 9488-Behandlung nicht
an. Jedoch ist eine splanchnische Flusszunahme bei unverdndertem MAD zu beobachten. Dieses
Ph&nomen der lokalen Flusserhdohung im Splanchnikus scheint keine unmittelbare Wirkung der
Substanz zu sein. Das belegt die unverdnderte eNOS-Expression auf mRNA- und Proteinebene in
den systemischen und splanchnisch-arteriellen GefaRen bei mit AVE 9488-therapierten Ratten
gegentber zirrhotischen Kontrolltieren. Die splanchnische Flusszunahme muss daher anderweitig
verursacht sein. Eine vendse Affinitdt des eNOS-Transkriptionsenhancers gegeniiber einer
arteriellen kann die Dilatation des vendsen splanchnischen Gebietes und der Shuntverbindungen
mit anschlielender Flusszunahme erklaren. Da ein Teil des Blutes durch die Kollateralen die
Leber und den hepatischen Metabolismus umgeht und nach wie vor ein erhohter Pfortaderdruck
mit erhohtem intrahepatischem Widerstand persistiert, kann es zur préhepatischen Anreicherung
kommen, die zur splanchnischen Dilatation fihrt. Die fehlende Zunahme der eNOS-Expression
in den systemisch- und splanchnisch-arteriellen Geféallen kann auch durch den First-Pass-Effekt
der Leber erklart werden. Durch die orale Gabe der Substanz wird das Blut im vendsen System
zur Leber drainiert, ohne das arterielle System zu passieren. Wird ein Grofteil in der Leber
metabolisiert, so wird die Gesamtwirkung nach der ersten Leberpassage vermindert.
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Die Suche nach einem Monotherapeutikum zur Behandlung der portalen Hypertension ist noch
nicht abgeschlossen. Da Nitrate aufgrund ihrer systemischen Nebenwirkungen nicht als
Monotherapeutika in Betracht kommen, werden neue Therapiemdglichkeiten wie der Gentransfer
der NO-Synthetase und der selektive NO-Donor NCX-1000 entwickelt. In unseren
Untersuchungen sind wir einem neuartigen Therapieansatz nachgegangen. Die Verstarkung der
eNOS-Transkription mit AVE 9488 ist ein vielversprechender Ansatz, der eine leberspezifische
Erhohung der NO-Verfligbarkeit bewirkt, den portalen Hypertonus senkt und keine systemischen
Auswirkungen hat. Daher sollte AVE 9488 als selektivem NO-Donor fir die Leber besondere

Aufmerksamkeit geschenkt werden.



65

6. Zusammenfassung

NO spielt eine Schlisselrolle als Vasodilatator bei portaler Hypertension [159]. Konventionelle
Therapeutika wirken entweder der erhohten splanchnischen Durchblutung entgegen oder steigern
die NO-Freisetzung in der Leber. Eine systemische Hypotonie durch NO-Donoren ist eine
unerwinschte Nebenwirkung. Zur Senkung des portalen Hypertonus haben sich Monotherapien
mit nicht-selektiven B-Blockern wie auch die Kombinationstherapie von -Blocker und Nitrat
bewéhrt [49]. Als neue experimentelle Therapiealternativen werden NOS-Gentransfer-
Experimente [132,162], Statine [163] oder der selektive NO-Donor NCX-1000 [40,81] in
Erwagung gezogen.

Durch den eNOS-Transkriptionsenhancer AVE 9488 zeigen sich in der Real Time PCR auf
molekularer Ebene erhohte eNOS mRNA-Steady-State-Level in der Leber (3,6-fache Zunahme,
p=0,002). Im Unterschied dazu sind keine Verédnderungen in den eNOS mRNA-Steady-State-
Level im splanchnischen und systemischen Gefélisystem festzustellen. Die Immunoblotanalyse
zeigt ebenfalls eine vermehrte eNOS-Synthese in der Leber bei nicht erhéhtem eNOS-Protein in
den GefaRen des Splanchnikus und des Systemkreislaufs. Die intrahepatische Phosphorylierung
von VASP als indirektem Marker der NOS-Aktivitat wird durch AVE 9488 erhoht. Die In-situ-
Leberperfusion zeigt eine signifikante Pfortaderdrucksteigerung bei NOS-Blockade durch L-
NAME (60% vs. 100%, p<0,01). Eine Senkung des Pfortaderdruckes (14,8 +/- 2,9 vs. 19,5 +/-
2,6mmHg, p<0,01) bei systemischer Normotonie (102 +/- 20 vs. 105 +/- 21mmHg) und eine
intrahepatische Widerstandssenkung (1,91 +/- 0,7 vs. 3,3 +/- 0,8mmHg*min*100g/ml, p<0,01)
bei der Microsphéren-Untersuchung sind hdamodynamische Wirkungen von AVE 9488.

Die orale Behandlung von BDL-Ratten mit AVE 9488 bewirkt eine signifikante Erhohung der
NOS-3-mRNA und des Proteins in der Leber. Die effektive Pfortaderdrucksenkung und die
Erniedrigung des intrahepatischen und splanchnischen Widerstandes durch eine vermehrte NO-
Verfligbarkeit ohne Einfluss auf den systemischen Blutdruck sind erwiinschte Therapieziele, die

durch den eNOS-Transkriptionsenhancer AVE 9488 erreicht werden.
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