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Referat

Hepatische Sternzellen (HSC) sind die entscheidenden Zellen für die Fibroseentstehung in
der Leber. Durch ihre Aktivierung sind sie neben der vermehrten Produktion von extrazel-
lulärer Matrix auch in der Lage zu kontrahieren und so die Lebersinusoide zu verengen. In
Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe konnte demonstriert werden, dass der Tyrosinkinaseinhi-
bitor Sorafenib der hepatisch-arteriellen Vasodilatation, die während der Zirrhoseentstehung
auftritt, entgegenwirkt. Dies war auch der Fall, wenn die Zirrhose zum Applikationszeitpunkt
schon ausgeprägt war. In der vorliegenden Studie sollte nun die Wirkung von Sorafenib auf
die zellulären Effekte in HSC in verschiedenen Zirrhosestadien untersucht werden. Dazu wur-
den HSC aus Wistar-Ratten, denen durch eine inhalative Behandlung mit Tetrachlormethan
(CCl4) eine Zirrhose induziert wurde, isoliert und anschließend mit Sorafenib inkubiert. Un-
tersucht wurden ein frühes (8 Wochen CCl4) und ein fortgeschrittenes Zirrhosestadium (12-15
Wochen CCl4). Mittels Western Blot wurde die Proteinexpression verschiedener Angiogene-
severmittler in den HSC bestimmt. Dazu zählten der VEGF-Rezeptor 2 (VEGF-R2) und sein
Ligand VEGF. Im aktivierten Zustand setzt der Rezeptor eine Phosphorylierungskaskade in
Gang, zu der auch das ebenfalls untersuchte ERK zählt. Außerdem wurde die NO-Synthase
eNOS bestimmt, da sie den NO-Gehalt in den Sinusoiden reguliert. In zirrhotischen HSC
konnte eine Steigerung der VEGF-R2-Expression gegenüber nicht-zirrhotischen Zellen nach-
gewiesen werden. Es konnten keine Unterschiede zwischen der VEGF-R2-Expression in der
frühen und der fortgeschrittenen Zirrhose festgestellt werden. Die Behandlung mit Sorafe-
nib führte bei HSC der 8 Wochen-Gruppe zu einer elevierten eNOS-Expression, wobei der
Phosphorylierungsstatus der eNOS unverändert blieb. Außerdem zeigte sich eine reduzier-
te VEGF-R2-Expression in den HSC dieser Gruppe. In HSC der fortgeschrittenen Zirrho-
se steigerte Sorafenib die VEGF-R2-Expression und reduzierte die Expression von VEGF.
Die Steigerung der VEGF-R2-Expression in zirrhotischen HSC bestätigt die Aktivierung des
VEGF-Pathways in der Zirrhose. Ein bisher unbekanntes Ergebnis stellt die erhöhte eNOS-
Expression durch Sorafenib in der frühen Zirrhose dar und könnte einen Hinweis auf die
Beeinflussung des Gefäßwiderstandes durch Sorafenib geben. In der fortgeschrittenen Zirrho-
se war dieser Effekt nicht nachweisbar. Ebenso konnte die Reduktion des VEGF-R2 durch
Sorafenib nur in der frühen Zirrhose beobachtet werden. Diese Ergebnisse könnten darauf
hindeuten, dass die positiven Effekte von Sorafenib auf die Fibrosierung der Leber nur in
einem frühen Zirrhosestadium auslösbar sind.

Kriesche, Franziska: Untersuchung der Wirkung von Sorafenib auf die hepatische Sternzelle
bei Leberzirrhose, Halle (Saale), Univ., Med. Fak.; Diss., 78 Seiten, 2018
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1 Einleitung

1.1 Die Leberzirrhose - Definition, Epidemiologie, Klinik

Bei der Leberzirrhose handelt es sich um das Endstadium aller chronischer Lebererkrankun-
gen. Sie ist charakterisiert durch Gewebeuntergang, Zerstörung der Architektur der Leber
inklusive des Gefäßbettaufbaus, Bildung von Regeneratknoten, Bildung von Shunts und Ge-
fäßobliterationen und führt letztendlich zu einer Erhöhung des portalvenösen Widerstandes
[1, 2]. In der Europäischen Union versterben jährlich ca. 170.000 Menschen an den Folgen
der Leberzirrhose [3]. Epidemiologische Studien aus den USA ergaben, dass pro Jahr 27 von
100.000 Personen an einer leberassoziierten Erkrankung versterben [4]. Klinisch unterscheidet
man ein kompensiertes von einem dekompensierten Stadium. Bei der kompensierten Form der
Leberzirrhose haben die Patienten unspezifische Symptome wie Abgeschlagenheit und Leis-
tungsminderung. In diesem Stadium kann bereits eine portale Hypertension mit Entstehung
von Ösophagusvarizen vorhanden sein. Die Dekompensation ist gekennzeichnet durch Auf-
treten von Komplikationen wie Ikterus, Ösophagusvarizenblutung, Aszites und hepatischer
Enzephalopathie [5, 6].
Die Prognose des kompensierten und dekompensierten Stadiums unterscheidet sich signifi-
kant. Das mediane Überleben bei Patienten mit kompensierter Zirrhose unterscheidet sich
nicht von dem der Normalbevölkerung. Demgegenüber steht ein mittleres Überleben von ca.
30 Monaten im Stadium der dekompensierten Zirrhose [5, 6].

1.1.1 Molekulare Veränderungen in der Zirrhoseentstehung

Der anatomische Aufbau der Leber weißt einige Besonderheiten auf, die im Folgenden er-
klärt werden. Das Lebergewebe wird mikroskopisch in Untereinheiten, die sogenannten Le-
berläppchen, eingeteilt. Im Zentrum jedes Leberläppchens findet sich eine Zentralvene, die
sauerstoffarmes Blut in die Vena hepatica leitet. An den seitlichen Begrenzungen der Leber-
läppchen liegen die Portalfelder, die intrahepatische Äste der Pfortader, der Leberarterie und
des Gallengangs enthalten. Zwischen den Portalfeldern (Portale Trias) und der Zentralvene
erstrecken sich speichenförmig angeordnete Sinusoide. Dabei handelt es sich um Kapillaren,
in denen das Blut aus Richtung der Portalfelder zur Zentralvene gelangt (Abb. 1). Sie er-
möglichen die Versorgung der Hepatozyten, die sich in Platten angeordnet radiär entlang der
Sinusoide erstrecken, mit Sauerstoff und Nährstoffen. Die Hepatozyten übernehmen zahlrei-
che Stoffwechselfunktionen der Leber und machen ca. 60 % aller Zellen in der Leber aus.
Neben den Stoffwechselabläufen in der Leber tragen sie auch zur Regeneration der Leber
selbst bei. In den Sinusoiden finden sich sogenannte Nichtparenchymale-Zellen (NPZ), die
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etwa 35 % aller Zellen in der Leber ausmachen. Zu den NPZ zählen unter anderem die Sinu-
soidalen Endothelzellen (SEC), welche die Sinusoide auskleiden und ein fenestriertes Endothel
bilden, das den Stoffaustausch zwischen Sinusoid und Hepatozyten ermöglicht. Dieses fene-
strierte Endothel besitzt keine Basalmembran, so dass auch größere Moleküle das Endothel
frei passieren können. Die hepatischen Sternzellen (HSC) befinden sich zwischen Hepatozy-
ten und SEC im sogenannten Disse’schen-Raum. Die Kupffer-Zellen übernehmen im Sinusoid
die Funktion der Makrophagen und können mögliche Pathogene phagozytieren. Einen eher
geringen Anteil der NPZ machen die sogenannten Pit-Zellen aus, bei denen es sich um große
granuläre Lymphozyten handelt, die als natürliche Killerzellen agieren.

Abbildung 1:
Mikroskopischer Aufbau der Leber. Dargestellt ist die Einteilung der Leber in Leberläppchen und
Portalläppchen. Der vergrößerte Bereich (rechts) zeigt die Untergliederung in Sinusoide. Die Sinusoide
werden ausgekleidet von Endothelzellen, denen Kupffer-Zellen aufsitzen. Zwischen Endothelzellen und
Hepatozyten kann man die hepatischen Sternzellen erkennen.

Die Leberfibrose ist gekennzeichnet durch eine deutliche Zunahme der extrazellulären Matrix
(EZM) in der Leber [7, 8]. Die EZM bezeichnet den Anteil eines Gewebes, der nicht aus Zellen
besteht. Sie fungiert als Stützgerüst für die Zellen, als Wasserspeicher und interagiert über
Rezeptoren auch mit den einzelnen Zellen, die sie umgeben. Auf diesem Weg werden Zell-
proliferation, -differenzierung und -migration angeregt [9]. Den Hauptanteil der EZM macht
Kollagen aus. Andere wichtige Bestandteile sind Laminine, Elastin, Fibrilline, Proteoglykane
und Fibronektin [10]. Im Rahmen der Fibrosierung kommt es zu zwei entscheidenden Ver-
änderungen der EZM. Zum einen kommt es zur quantitativen Zunahme und zum anderen
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1.1. DIE LEBERZIRRHOSE - DEFINITION, EPIDEMIOLOGIE, KLINIK

zu einer deutlich veränderten Zusammensetzung der Matrix [11]. Folge sind die zunehmende
Vernarbung und Funktionseinschränkung der Leber. Neben dem Ersatz von funktionellem
Lebergewebe durch fibrotisches Gewebe, ist für die Leberzirrhose weiterhin die Bildung von
Kurzschlussgefäßen zwischen Portal- und Zentralvenen typisch. Hierbei entstehen Gefäße, die
das Blut direkt von der Portal- in die Zentralvenen leiten, ohne dass es die Sinusoide passiert
[12, 13, 14]. Die Gefäßneubildung in der zirrhotischen Leber beschränkt sich jedoch nicht auf
die Entstehung jener Kurzschlussgefäße. Die Untersuchung von Lebergewebe aus verschie-
denen Stadien der Zirrhoseentwicklung hat ergeben, dass die Menge der intrahepatischen
Gefäße mit zunehmender Fibrosierung ansteigt, so dass in zirrhotischen Lebern mehr Gefäße
nachweisbar waren als in fibrotischen Lebern [15]. Für die sogenannte Neo-Angiogenese sind
verschiedene Wachstumsfaktoren notwendig, die Endothelzellen zur Vermehrung anregen. Zu
diesen Faktoren zählen der Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) [13, 15, 16] und des-
sen Rezeptoren fms-like tyrosine kinase-1 (flt-1, VEGF-R1) [15] und fetal liver kinase-1 (Flk-1,
VEGF-R2) [17]. VEGF ist ein stark angiogenetisch wirkender Wachstumsfaktor [18], der in
der Leber die Neubildung von Gefäßen fördert. Außerdem ist es in die vermehrte Bildung
der EZM während der Fibrosierung involviert, da die Blockade des VEGF zu einer signifi-
kanten Reduktion des Kollagen- und Hydroxyprolingehalts in der fibrotischen Leber führt
[19]. Es wurde beschrieben, dass die VEGF-Konzentration in der Leber mit zunehmender Fi-
brosierung zunimmt [15]. Bei gallengangsligierten Ratten zeigte sich immunhistologisch, dass
Hepatozyten sowohl im Stadium der Fibrose als auch der Zirrhose reichlich VEGF exprimie-
ren und das diese VEGF-Zunahme schon in der frühen Fibrosierungsphase beginnt [20]. Die
Rezeptoren VEGF-R1 und VEGF-R2 finden sich in der Leber auf SEC und HSC [21]. Die Bin-
dung des Wachstumsfaktors an diese Rezeptoren aktiviert innerhalb der Zellen verschiedene
Signalkaskaden, beispielsweise die Aktivierung der endothelialen Stickstoffmonoxid-Synthase
(eNOS) über Phosphatidylinositol 3’-Kinase (PI3K) oder die Kaskade der Extracellular-signal
Regulated Kinase (ERK), die letztendlich zur Angiogenese führen (Abb. 2). Eine Hemmung
sowohl der Fibrose als auch der Neo-Angiogenese konnte durch eine Blockade des VEGF-R1
und -R2 erreicht werden, wobei die Hemmung des VEGF-R2 effektiver war [22].
Ein weiterer entscheidender Prozess in der Zirrhoseentwicklung ist die Zellproliferation, die
sich in der Bildung von sogenannten Regeneratknoten äußert [1]. Einen wichtigen Übermitt-
ler der proliferativen Signale stellt die ERK 1/2 dar (Abb. 2). Es handelt sich dabei um eine
Serin/Threonin-Kinase, die sich im Zytoplasma befindet und Teil einer Phosphorylierungs-
kaskade ist, welche z.B. durch die Bindung von VEGF oder Platelet derived Growth Factor
(PDGF) an deren spezifische Rezeptoren ausgelöst werden kann [23]. Durch die Phosphory-
lierung wird die ERK aktiviert. Wichtige Substrate der ERK sind Transkriptionsfaktoren,
wodurch Prozesse der Zellvermehrung und des Zellüberlebens induziert werden [24]. Die Ex-
pression der ERK ist in zirrhotischen Lebern ausgeprägter als in gesunden Lebern [25, 26].
Nach dem Eintritt des toxischen Schadens kommt es rasch zu einer vermehrten Aktivität der
ERK, wohingegen die verstärkte Expression erst zu einem späteren Zeitpunkt auftritt [25].

3
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Abbildung 2:
VEGF-Pathway in einer Endothelzelle. Schematische Darstellung der involvierten Proteine. PLC=
Phospholipase C, PIP2= Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate, VRAP= VEGF Receptor Associated
Protein, GRB2= Growth factor Receptor-Bound protein-2, SOS= Son-of-sevenless-Protein, DAG=
Diacylglycerol, PKC= Proteinkinase C, MEK1/2= Mitogen/Extracellular signal-regulated Kina-
se 1/2, ERK1/2= Extracellular signal-Regulated Kinase, PI3K= Phosphatidylinositol 3’-Kinase,
Akt/PKB=Protein Kinase B, HSP90= Heat Shock Protein 90, eNOS= endotheliale Stickstoffmonoxid-
Synthase , NO= Stickstoffmonoxid

Bei gallengangsligierten Ratten zeigten Zhang et al.[26], dass die Konzentration der ERK 1
linear mit der fortschreitenden Fibrose zunimmt.
Die Zunahme des intrahepatischen Widerstandes führt zur Entstehung der portalen Hyper-
tension, die Auslöser der meisten Komplikationen der Leberzirrhose ist. Die Steigerung des
intrahepatischen Gefäßwiderstandes ist auf zwei Mechanismen zurückzuführen: Die zuneh-
mende Anhäufung von fibrotischem Material mit Verengung der Sinusoide und die dynami-
sche Beeinflussung der Gefäßweite der Sinusoide und intrahepatischen Gefäße [27, 28]. Die
Vasokonstriktion lässt sich zum einen auf eine erhöhte Empfindlichkeit gegenüber Vasokon-

4
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striktoren [29], zum anderen auf die verringerte Aktivität der eNOS, deren Folge ein relativer
Stickstoffmonoxid (NO)-Mangel in der fibrotischen Leber ist [17, 30, 31], zurückführen. Die
Aktivität der eNOS ist abhängig von deren Phosphorylierung [32]. Im Zuge der Fibrosierung
der Leber nimmt diese Phosphorylierung ab [28, 33, 34]. Die Expression der eNOS hingegen
bleibt im Rahmen der Fibroseentwicklung annährend unverändert [34].

1.2 Die Funktion der HSC

1.2.1 Fibroseentstehung

Eine der wichtigsten Zellpopulationen, die in die Fibroseentwicklung involviert sind, stellen
die HSC dar [35, 36, 37]. Sie befinden sich im perisinusoidalen oder Disse’schen-Raum, haben
lange Zellausläufer, mit deren Hilfe sie mit anderen Zellen in Kontakt treten, und machen
ca. 15 % aller ortsständigen Zellen in der Leber aus. In der gesunden Leber dienen die HSC
unter anderem der Speicherung von Vitamin A, da sie bis zu 80 % des gesamten Vitamin
A-Gehaltes im menschlichen Körper in Form von Retinoidestern speichern können [38]. Des
Weiteren kontrollieren die HSC den Umsatz der EZM im Disse’schen-Raum, produzieren
Wachstumsfaktoren und Apolipoproteine, kontrollieren Regenerationsprozesse in der Leber
und beeinflussen die Durchblutung der Sinusoide [39]. Aufgrund ihrer durchblutungsregulie-
renden Eigenschaften und der Kommunikation mit den benachbarten SEC werden sie auch
als „Perizyten“ der Lebersinusoide bezeichnet [40]. Während der Fibrogenese in der Leber
kommt der Transdifferenzierung der HSC zu Myofibroblasten-ähnlichen Zellen eine Schlüssel-
rolle zu [36]. Kommt es durch die Einwirkung von Noxen (Hepatitis-Viren, Alkohol, etc.) zur
Apoptose oder Nekrose von Hepatozyten, werden Mediatoren freigesetzt, die Entzündungs-
zellen wie T-Lymphozyten anlocken. Diese Zellen initiieren dann durch die Ausschüttung von
Wachstumsfaktoren, wie dem Tumor Growth Factor β1 (TGF β1) oder PDGF, die Akti-
vierung der Sternzellen [35, 41]. Außerdem werden die HSC durch reaktive Sauerstoffspezies
(ROS), sowie durch Veränderungen der umgebenden EZM, aktiviert [7]. Trotz verschiedener
Aktivierungsmodalitäten ist die Reaktion der HSC relativ uniform [36]. Zunächst kommt es
zur Initiationsphase, während der die ruhende Sternzelle durch Einwirkung von verschiede-
nen Zytokinen in Genexpression und Phänotyp verändert wird. Die Phase tritt bereits kurz
nach dem Zellschaden ein und ist noch vollständig reversibel. Nach Abschluss dieser Phase
ist die Zelle in der Lage auf para- und autokrine Stimuli zu reagieren, wodurch deren Aktivie-
rung bestehen bleibt. Im Anschluss folgt eine Phase der Aufrechterhaltung, welche durch die
Proliferation der Sternzellen, Verlust der Vitamin A-Speicher, Chemotaxis, Fibrogenese und
Kontraktilität gekennzeichnet ist [36] (Abb. 3). Außerdem kommt es zu einer veränderten
Zusammensetzung der EZM zu Gunsten von Kollagen Typ 1 und 3, Laminin, Fibronektin
und Elastin, wodurch die Elektronendichte des Disse’schen-Raums deutlich zunimmt [7, 42].
Neben den zahlreichen Veränderung der Morphologie der Sternzellen sind auch die SEC in die
Fibrosierung der Leber involviert [43]. Durch parakrine Signale verändert sich der Phänotyp
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der SEC, was zum Verlust des fenestrierten Endothels und somit zum eingeschränkten Stof-
faustausch zwischen Sinusoid und Hepatozyten führt. Der Verlust des fenestrierten Endothels
und die Bildung einer Basalmembran wird als „Kapillarisierung“ der Sinusoide bezeichnet
(Abb. 4).

Abbildung 3:
Ablauf der Aktivierung der HSC. Hier sind die Signalwege dargestellt, die vom Zellschaden zur
Aktivierung der HSC führen. In der Initiationsphase verändert sich zunächst der Phänotyp der
HSC, gefolgt von der Aufrechterhaltungsphase, die unter anderem durch Proliferation, Kontraktili-
tät, Fibrogenese, Chemotaxis, Retinoidverlust und nicht zuletzt die Anlockung von Leukozyten ge-
kennzeichnet ist. Dabei sind eine Reihe von Wachstumsfaktoren und Mediatoren involviert. MCP-
1= Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1, ET-1= Endothelin 1. Abbildung frei nach Pereira 2010,
Rockey 2013 [44, 45]

Nach ihrer Aktivierung exprimieren die Sternzellen vermehrt PDGF und VEGF-Rezeptoren
[21, 36], so dass sie verstärkt auf Proliferationsreize reagieren. In Folge der Rezeptorakti-
vierung kommt es zur Konformitätsänderung des Rezeptors und Initiierung mehrerer Phos-
phorylierungskaskaden, wie der Kaskade aus Ras-Raf-Mitogen/Extracellular signal-regulated
Kinase (MEK)-ERK, weshalb aktivierte HSC vermehrt phosphoryliertes ERK enthalten [25].
Unter Hypoxie exprimieren HSC vermehrt VEGF-messenger Ribonukleinsäure (mRNA) [46]
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und die Phosphorylierung der ERK 1/2 nimmt zu [47], was darauf hinweist, dass Hypoxie zur
Proliferation und Differenzierung der HSC führt. In vitro Studien an isolierten HSC haben
gezeigt, dass die Stimulation mit exogenem VEGF zu einer verstärkten Phosphorylierung der
ERK 1/2 führt und die Migration der HSC fördert [47]. Außerdem steigert VEGF die Zell-
proliferation von aktivierten HSC in Kultur deutlich [21, 22]. Somit ist VEGF ein wichtiger
Mediator in der Fibrogenese, der sowohl para- als auch autokrin auf aktivierte HSC wirkt.
In Zusammenschau der bekannten Fakten über die Funktion der HSC in der Fibrogenese
lässt sich postulieren, dass der Wachstumsfaktor VEGF, dessen Rezeptor VEGF-R2 sowie
die Serin/Threonin-Kinase ERK 1/2 entscheidende Mediatoren darstellen.

Abbildung 4:
Sinusoidaufbau in normaler und fibrotischer Leber. Vergleichende Darstellung des perisinusoidalen
Raums. Im normalen Zustand sind Hepatozyten mit zahlreichen Mirkovilli, Sternzellen mit ausge-
prägten Retinoidspeichern und wenig Ausläufern sowie fenestriertes Endothel zu erkennen. Kommt
es durch Einwirkung von Noxen zur „Kapillarisierung“ des Sinusoids gehen die Mikrovilli der Hepa-
tozyten verloren, die Sternzellen werden aktiviert, verlieren den Großteil ihrer Retinoidspeicher und
bilden α-SMA. Die EZM wird wesentlich dichter und enthält vermehrt Kollagen 1 und 3, Fibronektin
sowie Elastin und das Endothel verliert die Fenestrierung.

1.2.2 Portalvenöser Hochdruck - HSC verengen aktiv die Gefäßstrombahn der
Leber

In den letzten Jahren haben zahlreiche Untersuchungen gezeigt, dass die HSC nicht nur durch
die vermehrte Bildung von EZM im Disse’schen-Raum Einfluss auf die Mikrozirkulation in
der Leber nehmen, sondern auch durch aktive Kontraktion den Widerstand der Gefäße er-
höhen und somit den portalvenösen Druck steigern [48, 49, 50]. Diese Fähigkeit besteht nur
beim aktivierten Phänotyp, der durch die Expression von α-Smooth Muscle Actin (α-SMA)
in der Lage ist auf vasokonstriktorische bzw. vasodilatierende Stoffe zu reagieren und somit
den Tonus der Sinusoide aktiv zu verändern. Bei α-SMA handelt es sich um die typische
Aktin-Isoform glatter Muskelzellen, die ausschließlich in aktivierten HSC exprimiert wird
[51]. Unter anderem regulieren die HSC die Sinusoidweite und somit auch den intrahepati-
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schen Widerstand, indem sie durch die Einwirkung von Endothelin-1 (ET-1) kontrahieren
[52, 53, 54]. Ein wichtiger intrazellulärer Vermittler der Kontraktion der HSC ist die Rho-
Kinase [53, 55, 56, 57]. Die Rho-Kinase findet man auch in glatten Muskelzellen. Dort inhibiert
sie die Dephosphorylierung der Myosinleichtketten und erhöht die Calciumempfindlichkeit.
Diese Mechanismen führen zur Kontraktion der glatten Muskelzellen [58]. Ein Nebeneffekt
der Rho-Kinase ist die Hemmung der Aktivität der Protein Kinase B (Akt/PKB), einer intra-
zellulären Serin/Threonin-Kinase, was zur Verminderung der eNOS-Phosphorylierung führt,
die wiederrum mit einer Abnahme der NO-Bildung assoziiert ist [59, 60, 61]. Versuche mit
gezielter Hemmung der Rho-Kinase in HSC hatten eine signifikante Reduktion des portalen
Drucks zur Folge [62], so dass von einem deutlichen Einfluss der HSC auf den portalen Druck
ausgegangen werden muss. Das hauptsächlich von SEC ausgeschüttete NO [63] verhindert
zum einen die ET-1-abhängige Kontraktion der HSC und führt zu deren Relaxation, zum
anderen hemmt es die Expression von α-SMA [40, 53]. In der zirrhotischen Leber ist der
NO-Gehalt im Vergleich zur gesunden Leber reduziert, was die Kontraktion der aktivierten
HSC begünstigt. Die Verabreichung eines NO-Donors mindert die Kontraktilität der HSC
und kann somit den portalen Hochdruck reduzieren [64]. Zwischen der Fibrogenese und der
NO-Synthese besteht demnach ein enges Zusammenspiel, welches durch verschiedene exogene
Mediatoren beeinflusst wird und in welchem intensive Interaktionen bestehen.

1.3 Das Medikament Sorafenib

Sorafenib ist ein Bis-Aryl-Harnstoff der als Multi-Kinase-Inhibitor fungiert. Untersuchungen
in Zellmodellen des klarzelligen Nierenkarzinoms (RCC) und des Hepatozellulären Karzinoms
(HCC) ergaben, dass die Behandlung mit Sorafenib zu einer deutlichen Verminderung des Tu-
morwachstums führt [65, 66]. Da sich das Medikament auch für die Anwendung am Menschen
als sicher erwiesen hat, wird es seit einigen Jahren zur Therapie des fortgeschrittenen RCC
[67] und des fortgeschrittenen HCC [68] eingesetzt. Das Medikament wirkt als Inhibitor der
Raf-Kinase und verschiedener Rezeptortyrosinkinasen wie VEGF-R2, VEGF-R3, PDGF-R,
fibroblast growth factor receptor 1 (FGF-R1), fms-like tyrosine kinase 3 (flt3) und Tyro-
sinkinase KIT (c-kit) [69]. Zunächst wurde die Wirksamkeit von Sorafenib in verschiedenen
Tumoren, die Mutationen im Bereich der Ras-Raf-MEK-ERK-Kaskade trugen, wie z.B. eine
K-Ras oder B-Raf-Mutation, untersucht. Es zeigte sich, dass Sorafenib, unabhängig davon
welche Mutation im Tumor vorlag, die Aktivierung des ERK-Weges, gemessen am Vorhan-
densein phosphorylierter ERK, hemmte [69, 70]. In verschiedenen Tumor-Xenograft-Modellen
mit einer K-Ras-Mutation konnte durch die Sorafenibbehandlung das Tumorwachstum und
die Zellproliferation inhibiert werden [71]. In Melanomzellen nahmen durch Sorafenibthera-
pie die hypoxischen Gebiete zu, während die Gefäßversorgung abnahm [72]. Eine deutlich
erhöhte Apoptoserate erzeugte Sorafenib in der Leukämiezelllinie U937 [73] und der HCC-
Zelllinie HepG2, jedoch war dieser Effekt nicht auf die Hemmung der MEK-ERK-Kaskade
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zurückzuführen, sondern auf eine Überlastung des endoplasmatischen Reticulums sowie eine
erhöhte Calciumkonzentration im Zytosol. Zusammen gefasst zeigen die Studien in Tumor-
zellen, dass Sorafenib antiproliferative, antiangiogenetische und proapoptotische Wirkungen
besitzt, wobei aber noch längst nicht alle molekularen Zusammenhänge verstanden sind. Da
auch bei der Entwicklung der Leberzirrhose Zellproliferation und Angiogenese eine entschei-
dende Rolle spielen [12, 13, 14, 35] stellte sich die Frage, ob Sorafenib die Entwicklung der
Zirrhose hemmen kann. Zunächst wurden Versuche im Tiermodell durchgeführt, bei denen
entweder durch Toxine oder durch Gallengangsligatur eine Fibrose induziert wurde. Es zeigte
sich, dass Sorafenib den Grad der Fibrosierung, gemessen mittels der Sirius Red Färbung
[17, 74], den portalvenösen Druck [75] und die Anzahl an aktivierten Sternzellen im perisinu-
soidalen Bereich [17, 74] deutlich reduzierte. Am Tiermodell der sekundär biliären (Bile duct
ligated, BDL)-Zirrhose konnte die antiangiogenetische Wirkung von Sorafenib demonstriert
werden. Bei Tieren die Sorafenib erhielten, konnte deutlich weniger von-Willebrand-Faktor,
ein Marker für vaskuläres Endothel, in den Lebern nachgewiesen werde [28]. Zudem konnte
in BDL-Ratten veranschaulicht werden, dass sich die antifibrotische Wirkung von Sorafenib
auf den perisinusoidalen Bereich konzentriert und im peribiliären und periportalen Bereich
weniger ausgeprägt war [74]. Ein ähnlicher Effekt zeigte sich bei immunhistochemischen Un-
tersuchungen der α-SMA positiven Zellen, was darauf hindeutet, dass Sorafenib besonders
auf aktivierte Sternzellen wirkt. Um die Effekte auf die aktivierten HSC genauer zu erfor-
schen, folgten Versuche mit Zellkulturen und primären Zellen. Durch die Behandlung mit
1 µM Sorafenib konnte eine deutliche Reduktion der α-SMA- und Procollagen 1-mRNA-
Expression ohne Veränderung der Zellmorphologie in primären HSC (pHSC) gezeigt werden
[74]. Die Verminderung von α-SMA konnte auch in der humanen hepatischen Sternzelllinie
LX2 (LX2) gezeigt werden [76]. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Sorafenib die Akti-
vierung der Sternzellen effektiv hemmen kann. Jedoch wurde ebenfalls gezeigt, dass durch
die Sorafenib-Behandlung aktivierte HSC vermehrt in die Apoptose übergehen, wodurch die
Fibrose auch vermindert werden konnte [77].
Die bekannte medikamentöse Therapie der Leberzirrhose zielt auf die Behandlung der Kom-
plikationen ab. Zur Reduktion des portalvenösen Drucks setzt man unselektive β-Rezeptor-
Blocker wie Propranolol ein [78, 79, 80]. Jedoch reduzieren β-Rezeptor-Blocker bei 40 %
der Patienten den portalen Druck nicht effektiv [81] und haben eine Reihe von Nebenwir-
kungen wie z.B. die Verminderung der körperlichen Leistungsfähigkeit, die die Patienten in
30 % der Fälle zum Therapieabbruch zwingen [82]. Die Senkung des portalvenösen Drucks
durch Sorafenib [17, 75, 83] wird vermutlich durch eine Verringerung des intrahepatischen
Widerstandes und eine Reduktion der portosystemischen Kollateralen vermittelt. Der intra-
hepatische Widerstand konnte durch eine Hemmung der Kontraktilität und Reduktion der
Überempfindlichkeit der HSC gegenüber Vasokonstriktoren vermindert werden. Diese Effekte
sind durch die vermehrte Expression der Rho A und Rho-Kinase in aktivierten HSC vermit-
telt, deren Expression durch Sorafenib reduziert werden konnte [75]. Anhand von Patienten,
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die Sorafenib aufgrund eines fortgeschrittenen HCC erhielten, konnte bereits gezeigt werden,
dass es den portalvenösen Fluss [84] bzw. den hepato-venösen Druckgradienten [85] auch in
der menschlichen Leberzirrhose reduzieren kann. In unserem Labor wurde bereits anhand
von zirrhotischen Wistar-Ratten die in vivo Wirkung von Sorafenib auf den Gefäßwider-
stand der Leberarterie und die Proteinexpression in der Leber untersucht. Bei vorliegender
Zirrhose wurde ein reduzierter Gefäßwiderstand der Leberarterie festgestellt [86]. Der Gefäß-
widerstand unter Sorafenibtherapie war höher als bei vergleichbaren Zirrhosetieren. Dieser
Effekt konnte gezeigt werden, wenn Sorafenib bis zur 8. Woche der Zirrhoseentwicklung ge-
geben wurde [87]. Wurde es bis zur 12. Woche verabreicht, war der Effekt nicht feststellbar.
Wurde das Medikament zwischen der 8. und 12. Woche der Zirrhoseentwicklung gegeben,
konnte der Gefäßwiderstand der Leberarterie wiederum gesteigert werden. Es stellt sich also
die Frage, weshalb die Sorafenibwirkung in verschiedenen Zirrhosestadien variiert und worin
sich die einzelnen Zirrhosestadien auf molekularer Ebene, insbesondere in der Expression der
Angiogenese-Vermittler, unterscheiden.

10



2 Zielstellung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, welche Effekte Sorafenib in der Zellpopu-
lation der pHSC hervorruft, ob diese Effekte vom Stadium der Zirrhose beeinflusst werden
und in welcher Form diese Effekte zwischen den einzelnen Stadien variieren. Dabei werden
folgende Schwerpunkte gesetzt:

1. Ermittlung einer für den in vitro Versuch geeigneten Dosis von Sorafenib anhand von
Zelllinien-Versuchen.

2. Darstellung der Effekte der Sorafenibbehandlung auf die Proteinexpression in der Zell-
linie und in den pHSC.

3. Untersuchung nachweisbarer Unterschiede in der Proteinexpression von pHSC, die aus
Lebern in unterschiedlichen Zirrhosestadien isoliert wurden.

4. Darstellung der Auswirkung der Behandlung mit Sorafenib auf die Proteinexpression
der pHSC abhängig davon ob die Zellen aus,

• normalen,

• früh zirrhotischen oder

• fortgeschritten zirrhotischen Lebern isoliert wurden.

5. Untersuchung der Dosisabhängigkeit der durch Sorafenib ausgelösten Effekte.
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3 Material und Methodik

3.1 Methodik

3.1.1 Zelllinien

Für die Untersuchungen in der Zelllinien-Kultur wurden die humane hepatische Sternzelllinie
HSZ-B-S1 und die murine sinusoidale Endothelzelllinie der Transformed Sinusoidal Endothe-
lial Cells (TSEC) [88] verwendet. Beide Zelllinien ( Tab. 22) wurden in „Dulbecco’s Modified
Eagle Medium“ (DMEM) (High Glucose 4,5 g/l, with L-Glutamin) mit 10 % fetalem Kälber-
serum (FKS) und 1 % Penicillin-Streptomycin-Lösung (PenStrep) kultiviert. In der TSEC-
Kultur enthielt das Medium außerdem 1 % Endothelial Cell Growth Supplement (ECGS). Die
HSZ-B-S1 wurden bei 37 ℃ , 10 % C02 und 21 % O2 kultiviert, wohin gegen die TSEC bei 5
% C02 kultiviert wurden. Nachdem die Zellen 4 Stunden im serumfreien Milieu gehalten wur-
den, folgte die Inkubation mit Sorafenib in verschiedenen Konzentrationen. Sorafenib wurde
dazu in Dimethylsulfoxid (DMSO) gelöst. Die Zellen wurden in vier Gruppen aufgeteilt und
mit 2,5, 5 bzw. 10 µg/ml Sorafenib oder reinem DMSO (4 µl/ml) als Kontrolle behandelt.
Nach der Beimpfung wurden die Zellen weitere 24 Stunden kultiviert. Im Anschluss erfolgte
die Zellernte bei 4 ℃ . Zunächst wurden die Zellen mit unsteriler Phosphat Buffered Sali-
ne (PBS)-Lösung (siehe Tab. 15) gewaschen und dann in Immunpräzipitationspuffer (IPP)
(siehe Tab. 2) lysiert. Die Zellsuspension wurde sofort nach der Ernte bei -80 ℃ eingefroren.

3.1.2 Vitalitätsbestimmung in den Zelllinien

Zur Überprüfung der Auswirkungen der Sorafenib- und DMSO-Behandlung auf die Vitalität
der Sternzell- und Endothelzelllinie wurde ein Teil der Zellen nach obigem Schema behandelt
und im Anschluss eine Prüfung der Zellproliferation mittels eines Zellproliferationsassays
durchgeführt. Das CellTiter 96 AQueous One Solution Assay enthält ein Tetrazolin-Salz
(MTS) und das elektronenbindende Reagenz Phenazin Ethosulfat (PES). Die Verbindung
beider Stoffe (Owen‘s Reagenz) wird von lebenden, proliferierenden Zellen in den farbigen
Stoff Formazan umgesetzt, dessen Menge photometrisch bei einer Wellenlänge von 490 nm
bestimmt werden kann. Im Anschluss an die Behandlung der Zellen mit Sorafenib oder DMSO
wurden 200 µl MTS-Reagenz pro ml Medium auf die Zellen gegeben und die Zellen für wei-
tere 2 Stunden unter den angegebenen Konditionen inkubiert. Die Detektion der Formazan-
Bildung erfolgte mit dem iMARK Microplate Reader bei 490 nm. Zum Abgleich wurde auch
eine Lebendkontrolle, die Medium ohne Zusatzstoffe enthielt, und eine Todkontrolle mit ge-
messen.
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3.1.3 Zirrhoseinduktion

Für die Versuche wurden männliche Wistar-Ratten aus der universitätseigenen Zucht verwen-
det. Die Behandlung der Tiere mit Tetrachlormethan (CCl4) zur Induktion einer Leberzir-
rhose [89] und die Entnahme der hepatischen Sternzellen [90] wurde vom Tierschutz-Komitee
der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg genehmigt (TV-Nr.: ist 203.h-42502-2-1096
MLU). Die Tiere wurden ab einem Alter von 4 Wochen und mit einem Gewicht von 90-100 g
für die Versuche herangezogen. Es erfolgte die Aufteilung in drei Gruppen: eine Gruppe blieb
unbehandelt, eine Gruppe wurde für 8 Wochen und eine Gruppe für 12 bis 15 Wochen mit
CCl4 behandelt. Dazu inhalierten die Tiere dreimal wöchentlich CCl4. Die Begasungsdauer
wurde langsam gesteigert, so dass sie nach 6 Wochen 3-4 Minuten betrug. Die letzte Begasung
wurde 5-10 Tage vor dem Experiment vorgenommen. Zusätzlich zur CCl4-Inhalation erhielten
die Tiere mit 0,35 g/l Phenobarbital versetztes Trinkwasser. Nach der letzten Behandlung
wurde bis zum Experiment phenobarbitalfreies Trinkwasser angeboten. Die Behandlung der
Versuchsgruppe, die 12 bis 15 Wochen CCl4 erhielten, wurde beendet wenn die Ratten Aszites
ausgebildet hatten.

3.1.4 Zellisolation

Für die Experimente wurden pHSC aus Rattenlebern isoliert. Hierzu wurde die Leber mit
Pronase, Kollagenase und Desoxyribonuklease (DNase), die in „Gey’s Balanced Salt Solu-
tion“ (GBSS) gelöst waren, perfundiert [90]. Zunächst wurden die notwendigen Lösungen
(Tab. 17) vorbereitet, wozu die Kollagenase direkt im GBSS gelöst wurde und alle Lösun-
gen bei 37 ℃ temperiert wurden. Die im Voraus bereits aliquotierte DNase (Tab. 1), sowie
die in sterilem Aqua bidest gelöste Pronase, wurden zuletzt in die GBSS-Lösung gegeben.
Anschließend wurde das Tier mit Isofluran und Narcoren narkotisiert, gewogen und mit He-
parin gewichtsadaptiert behandelt. Nach der Fixation erfolgte die Eröffnung der Bauchdecke
bis zum Sternum. Nun wurden Ligaturen um die untere Hohlvene und die Pfortader ge-
legt. Unter Verwendung einer 22G Venenverweilkanüle erfolgte die Punktion der Pfortader
distal der vorgelegten Ligatur mit Fixierung. Unter einem Fluss von 20 ml/min wurde das
Schlauchsystem mit der Venenverweilkanüle konnektiert. Unmittelbar nach dem Anschluss
des Schlauchsystems fand die Eröffnung der unteren Hohlvene distal der Ligatur statt. So
konnte die Leber blutleer gespült werden. Anschließend wurde der Brustkorb eröffnet und die
obere Hohlvene legiert, um ungerichteten Pufferabfluss zu vermeiden. Nachdem die Ausspül-
lung des Blutes mit dem heparinversetzten GBSS beendet war, begann die Verdauungsphase
mit Pronase, Kollagenase und DNase. Zunächst wurde die Leber für 5 Minuten mit einem
Fluss von 10 ml/min perfundiert, dann wurde die Ligatur der unteren Hohlvene verschlossen
und bis zum Aufbrauchen der Lösung mit 5 ml/min weiter perfundiert (Abb. 5). Anschließend
wurde die Leber entnommen, von Fett und Portalvene freipräpariert und dann zerkleinert. Die
Gewebesuspension wurde in die niedriger konzentrierte Pronase-Kollagenase-DNase-Lösung
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überführt und für 10 Minuten im Wasserbad zur weiteren Verdauung erwärmt, wobei sie alle
2 Minuten vorsichtig geschwenkt wurde. Im Anschluss wurde die Gewebesuspension durch
eine sterile Mullkompresse und einen Falcon Cell Strainer (100 µm) filtriert. Die entstehende
Lösung wurde auf zwei 50 ml Falcon Tubes aufgeteilt und für 4 Minuten mit 50 xg bei 4 ℃
zentrifugiert. Der Überstand wurde in zwei frische Falcon Tubes überführt und erneut für 5
Minuten mit 800 xg bei 4 ℃ zentrifugiert. Das zurückgebliebene Pellet wurde verworfen. Auf
den zweiten Zentrifugationsschritt folgten das Verwerfen der entstandenen Flüssigkeit und
die Resuspension des Zellpellets in „Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium“ (IMDM) (ver-
setzt mit 10 % FKS und 1 % PenStrep). Die Menge des eingesetzten Mediums hing von der
Ausbeute des Versuchs ab. Pro 10 cm Zellkulturschale wurden 10 ml Medium verwendet. Da
die Zellausbeute bei den nicht zirrhotischen Lebern sehr gering ausfiel, entschied man sich
jeweils die pHSC von 2 zeitgleich perfundierten Rattenlebern zu poolen und gemeinsam zu
kultivieren.

Abbildung 5:
Wistar-Ratte während Leberperfusion. Abgebildet ist das Versuchstier mit eröffnetem Abdomen und
Thorax. Zustand während der Perfusion der Leber mit Puffer 2 (Fluss 5 ml/min). Blaue und rote
Markierung = Gefäße, grüne Markierung = Gefäßligatur
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3.1.5 Zellbehandlung und -ernte

Nach dem Ausbringen der Zellen auf die Zellkulturschalen wurden diese 18-20 Stunden bei
37 °C, 5 % CO2 und 21 % O2 inkubiert bis sich die Zellen an den Untergrund angeheftet
hatten. Im Anschluss wurde ein Mediumwechsel durchgeführt, wobei 9 ml serumfreies Medi-
um (IMDM) auf die Zellen gegeben wurde. Die Zellen verblieben 4 Stunden im serumfreien
Medium, bevor sie mit der Sorafenib-Lösung für 24 Stunden behandelt wurden. Sorafenib
wurde dazu in DMSO gelöst. Die Zellen wurden in 3 Gruppen aufgeteilt. Die erste Gruppe
wurde mit 1,25 µg/ml Sorafenib, die zweite Gruppe mit 2,5 µg/ml Sorafenib und die letzte
Gruppe nur mit 1 µl/ml DMSO behandelt. Am Folgetag wurden die Zellen fotografiert und
anschließend geerntet. Zunächst erfolgte ein Waschschritt mit dem vorbereiteten Waschpuffer
(Tab. 4), um die Zellen anschließend mit Lysepuffer (Tab. 5) zu lysieren. Alle Schritte wurden
bei 4 ℃ durchgeführt. Die Zellsuspension wurde umgehend bei -80 ℃ tiefgefroren.

3.1.6 Probenaufarbeitung und Proteinbestimmung

Die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nach der BCA (Bicinchoninic acid)-Methode
durchgeführt [91, 92]. Diese Methode gründet sich auf die Bindung von Cu-Ionen an das Rea-
genz, was zur Bildung eines stabilen farbigen Komplexes führt. Die Menge des Komplexes
kann photometrisch bestimmt werden und so auf die Proteinmenge zurück geschlossen wer-
den. Die Zellsuspensionen wurden zunächst langsam aufgetaut und dann bei 16089 xg und 4
℃ für 20 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss wurde der Überstand abpipettiert und das Pel-
let verworfen. Die einzelnen Proben wurden noch einmal aufgeschüttelt, um dann jeweils 10 µl
auf die Testplatte aufzutragen. Für jede Probe wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt.
Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine Bovine Serum Albumin (BSA)-Lösung in den Ver-
dünnungen 0, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 und 1 mg/ml verwendet. Dann wurde die Reagenzlösung
aus 49 Teilen BCA und einem Teil Kupfer-2-Sulfat-Lösung hergestellt, von der jeweils 200 µl
auf die Standardreihe bzw. die Proben gegeben wurden. Danach wurde die Testplatte bei 37
℃ für 20 Minuten inkubiert. Die Messung erfolgte mit dem iMARK Microplate Reader bei
einer Wellenlänge von 655 nm bzw. 560 nm. Daraufhin wurde zunächst die Eichkurve erstellt,
die verwendet wurde wenn der Korrelationskoeffizient mindestens 0,99 betrug. So konnte an-
hand der Eichkurve die Proteinmenge ermittelt werden. Zusätzlich erfolgte eine Überprüfung
der Proteinmengen in dem ein Testpolyacrylamid-Gel angefertigt wurde, auf das die Proben
wie unten beschrieben zu je 2,5 µl gemeinsam mit einer Kontrolle, deren Proteinkonzentra-
tion bekannt war, aufgetragen wurden. Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Gel
zunächst 60 Minuten in Fixierlösung (Tab. 8) fixiert, danach 2 x 10 Minuten mit Aqua bi-
dest gewaschen und im Anschluss über Nacht bei Raumtemperatur (RT) in Coomassie Blue
Silver angefärbt. Die Entfärbung erfolgte mit Entfärberlösung über 2 x 30 Minuten. Danach
erfolgte die Ausmessung der Bandenintensität durch Einscannen des Gels und Anwendung
des Programms Image J. Durch Vergleich mit der 42 kD Bande der bekannten Kontrolle
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konnten die Proteinkonzentrationen abgeleitet werden. Die Überprüfung war notwendig, da
sich im verwendeten Lysepuffer Dithiothreitol (DTT) als stark reduzierender Stoff befand,
der die Proteinbestimmung mit Hilfe von BCA störte. Nachdem die Proteinkonzentrationen
bestimmt waren, wurden die Proben zu je 40 bzw. 30 µg Protein aliquotiert und bei -80 ℃
bis zur Verwendung aufbewahrt.

3.1.7 SDS-Page

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrer Größe wurde eine Gelelektrophorese durchgeführt.
Der hierbei verwendete Puffer [93] und das Gel enthielten Sodium Dodecyl Sulfate (SDS).
Dieser Stoff führt durch seine Anlagerung zur negativen Ladung der denaturierten Proteine,
so dass diese sich gerichtet im elektrischen Feld bewegen. Die eigentliche Auftrennung nach
der Größe geschieht durch die Maschengröße des Polyacrylamid-Gels. In den beschriebenen
Experimenten wurden ein 7 %iges Sammelgel und ein 10 %iges Trenngel verwendet (Tab.
18). Zum Abgleich der Proteingröße wurden verschiedene Marker (Tab. 25) verwendet.

Zunächst wurde das Polyacrylamid-Gel hergestellt. Dazu wurde zuerst das Gelgießsystem
aufgebaut und mit flüssiger 1 %iger Agarose abgedichtet. Es folgte das Gießen des 10 %igen
Trenngels. Dieses wurde mit 70 %igem Ethanol überschichtet und die Polymerisierung abge-
wartet. Nach der Entfernung des Ethanols folgte das Überschichten mit 7 %igem Sammelgel
und die Platzierung der Kämme. Nach der vollständigen Polymerisierung wurde das Gel ent-
weder direkt verwendet oder bis zu Verwendung bei 4 ℃ gelagert.

Um die Proben für die Elektrophorese vorzubereiten, wurden die aufgetauten Proteinaliquotes
mit je 15 µl SDS-Probenpuffer (Tab. 14) versetzt und im Thermoschüttler bei 95 ℃ für 5
Minuten erhitzt. Das Polyacrylamid-Gel wurde in die Laufkammer eingehängt, diese mit
Laufpuffer (Tab. 11) gefüllt und die Kämme entfernt. Nach kurzem Anzentrifugieren folgte
das Auftragen der Proteinproben sowie von 5 µl Proteinmarker pro Gel. Zunächst wurde eine
Spannung von 80 V für 30 Minuten angelegt, die dann auf 100 V erhöht wurde. Wenn die
Bromphenolblaufront das Gel passiert hatte, wurde die Gelelektrophorese beendet.

3.1.8 Western Blot

DasWestern Blot-Verfahren dient der Immobilisation von Proteinen aus einem Polyacrylamid-
Gel auf einer Membran [94]. Dazu kann z.B. eine Nitrocellulose-Membran oder wie im vor-
liegend Experiment eine Polyvinylidenfluorid (PVDF-Membran) verwendet werden [95]. Der
Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Membran erfolgt entlang eines elektrischen Fel-
des (Abb. 6). Dabei wandern die Proteine im Transferpuffer Richtung Anode. Während des
Transfers bleiben die Proteine aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen an der PVDF-
Membran haften.
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Im Anschluss an die Elektrophorese wurden die Polyacrylamid-Gele 10 Minuten in Transfer-
puffer (Tab. 12) gewaschen. Die PVDF-Membranen wurden für 30 Sekunden mit Methanol
aktiviert, mit Aqua bidest gespült und für 2-3 Minuten, ebenso wie zwei 9x9 cm große Stücke
3MM-Papier und die Schwämme, in Transferpuffer getaucht. Es folgte die Bestückung der
Blotkassette laut Abb. 6. Unter Beachtung der richtigen Polung wurde die Blotkassette in
die Blotkammer gesteckt und diese mit Transferpuffer gefüllt. Die Proteinübertragung wurde
mit 400 mA für 3 Stunden bei 4 ℃ durchgeführt. Am Ende des Blotvorgangs wurden die
Markerbanden vorsichtig mit einem Kugelschreiber auf der PVDF-Membran nachgezeichnet.
Zur Kontrolle der Proteinbeladung erfolgte die Anfärbung mit Ponceau-S-Lösung für 2 Mi-
nuten (Tab. 6) mit anschließender Entfärbung mit Aqua bidest. Danach wurde die Membran
mit „Tris-buffered saline with Tween 20“ (TBST) (Tab. 13), das mit 5 % Milchpulver versetzt
war, für 2 Stunden bei RT geblockt.

Abbildung 6:
Skizze zur Bestückung der Blotkammer. 1 = schwarze Kassettenhälfte, 2 = Schwamm, 3 = 3MM-
Papier, 4 = SDS-Gel, 5 = PVDF-Membran, 6 = 3MM-Papier, 7 = Schwamm, 8 = graue Kassetten-
hälfte, Pfeil = Transferrichtung

17



3.1. METHODIK

3.1.9 Immundetektion

Die Immundetektion mit Hilfe eines primären und eines sekundären Antikörpers ist ein eta-
bliertes Verfahren bei der Auswertung von Western Blots [94, 96]. Zunächst bindet ein spezifi-
scher primärer Antikörper an das zu untersuchende Antigen. Danach erfolgt ein Waschschritt
um unspezifische Bindungen zu verringern. Der sekundäre Antikörper ist spezifisch gegen den
Fc-Teil des ersten Antikörpers gerichtet und bindet dort. An diesen Antikörper ist ein Enzym
gebunden, die sogenannte Horseradish peroxidase (HRP) [94, 96]. Diese Peroxidase katalysiert
die Oxidation von Luminol zu 3-Aminophthalat. Als weiteres Reagenz wird H2O2 benötigt.
Diese chemische Reaktion führt zur Emission von Licht mit einer Wellenlänge von 428 nm
(Abb. 7). Die Stärke der Lichtblitze lässt sich durch Zugabe von p-Hydroxycumarinsäure,
die als Enhancer wirkt, noch verstärken. Das ausgesendete Licht kann dann mit einem Film
oder einem automatischen Chemilumineszenz-Systems detektiert werden. Bei den durchge-
führten Versuchen wurde auf zwei unterschiedliche Detektionsverfahren zurückgegriffen. Zur
Relativierung der Proteinmengen wurde auf jeder Membran auch β-Actin bzw. Vinculin nach-
gewiesen.
Die blockierten PVDF-Membranen wurden mit den entsprechenden primären Antikörpern
(Konzentration siehe Tab. 21), die in TBST mit 5 % Milchpulver gelöst waren, bei 4 ℃ über
Nacht inkubiert. Es folgte ein 3x10 minütiger Waschschritt mit TBST, bevor sich die Inkuba-
tion mit dem sekundären Antikörper, der in TBST gelöst war, für eine 1 Stunde bei RT an-
schloss. Danach wurde ein erneuter 3x10 minütiger Waschschritt mit TBST durchgeführt. Bei
der Sternzelllinie wurde die Lichtreaktion mit fertiger „Enhanced chemiluminescence“(ECL)-
Lösung (Tab. 25) ausgelöst und mit ECL-Hyperfilm in der Dunkelkammer detektiert. Die
ECL-Lösung wurde zu gleichen Teilen gemischt und der Membran für 2 Minuten angeboten.
Danach wurde die Membran in Folie eingeschlagen und mit dem Film in die Röntgenkasset-
te gelegt. Die Belichtung erfolgte für 30 Sekunden bis 30 Minuten, je nach Antikörper. Die
Filme wurden im Entwicklerautomaten entwickelt und im Abschluss die Marker per Hand
übertragen. Zur Auswertung wurden die Filme eingescannt und die relative Bandenstärke
mit dem Programm Image J gemessen. Die Detektion der Lichtreaktion bei den TSEC und
pHSC erfolgte mit dem automatischen Chemilumineszenz-Detektor Fusion X. Die Membra-
nen wurden in dem kalibrierten Gerät platziert, nachdem sie 2 Minuten in 2 ml vorbereiteter
ECL-Lösung (Tab. 16) inkubiert wurde. Die Detektion der Lumineszenz dauerte 1 bis 10 Mi-
nuten je nach Antikörper. Der Höhenabgleich wurde mit Hilfe der Overlay-Technik erstellt.
Die Messung der Bandenintensität erfolgte ebenfalls mit dem Programm Image J. Zur Dar-
stellung der relativen Proteinmenge, wurden die ermittelten Werte durch den entsprechenden
β-Actin- bzw. Vinculin-Wert dividiert.
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Abbildung 7:
Funktionsweise der Immundetektion: Nachdem der primäre Antikörper gebunden hat, wird dieser vom
sekundären Antikörper gebunden. Dieser wiederum trägt die HRP mit deren Hilfe eine chemische
Reaktion katalysiert wird, die mit einer Lichtemission einhergeht.

3.1.10 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurden die Programme Windows Excel 2007 und SPSS 15.0 für
Windows verwendet. Für jedes Experiment wurde der Mittelwert ± Standardfehler angegeben.
Zur Prüfung der Signifikanz wurde der Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. Bei signifikanten
Unterschieden schloss sich der Mann-Whitney-U-Test an. Als signifikant wurden Ergebnisse
mit einem p ≤ 0,05 angesehen.
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3.2 Material

3.2.1 Verwendete Puffer und Lösungen

Tabelle 1: DNase I-Lösepuffer 500 ml

Chemikalie Menge

MgCl2 0,048 g
TRIS/HCl 1,576 g
Aqua bidest auf 500 ml auffüllen

Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt und die Lösung steril filtriert. 100 mg DNase I
wurden in 10 ml Puffer gelöst und zu 1 ml aliquotiert (Lagerung bei -80 ℃ ).

Tabelle 2: IPP 2x 100 ml

Chemikalie Menge

EDTA 0,744 g
EGTA 0,076 g
NaCl 1,753 g
Triton X-100 2 ml
Aqua bidest auf 100 ml auffüllen

Der pH-Wert wurde mit 5M NaOH auf 7,4 eingestellt. Die Lösung wurde dann im Ver-
hältnis 1:2 mit Aqua bidest verdünnt und man gab pro 10 ml Lösung je eine Tablette
Protease-Inhibitor von Roche dazu. Bis zur Verwendung aliquotierte man die Lösung zu
je 1 ml und lagerte sie bei -20 ℃ .

Tabelle 3: Waschpufferstocklösung für primäre Sternzellen 1000 ml

Chemikalie Menge

TRIS 6,05 g
EDTA 744,4 mg
EGTA 380,4 mg
NaF 2,1 g
Aqua bidest auf 1000 ml auffüllen

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und die Stocklösung bei 4 ℃ gelagert.
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Tabelle 4: Verwendungsbereiter Waschpuffer 50 ml

Chemikalie Menge

Waschpufferstocklösung 50 ml
DTT 7,7 mg
Na3VO4 9,2 mg
Na4P2O7 133 mg

Tabelle 5: Lysepuffer für primäre Sternzellen 1 ml

Chemikalie Menge

Verwendungsbereiter Waschpuffer 1 ml
Triton X-100 10 µg
10 % SDS 10 µl
0,2 M PMFS 5 µl
Protease Inhibitor Cocktail Tabletten (1 Ta-
blette in 500 µl Aqua bidest gelöst)

20 µl

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 10 µl

Tabelle 6: Ponceau S Rot 100 ml

Chemikalie Menge

Ponceau S 0,1 g
conc. Eisessig 5 ml
Aqua bidest auf 100 ml auffüllen

Tabelle 7: Coomassie Blue Silver 100 ml

Chemikalie Menge

ortho-Phosphorsäure 11,5 ml
Ammoniumsulfat 10 g
Coomassie G 250 120 mg
Aqua bidest 68,5 ml
Methanol 20 ml

Zunächst Vermischung der ortho-Phosphorsäure mit 8,5 ml Aqua bidest. Darin wurde
das Ammoniumsulfat gelöst, bevor man das Coomassie zugab. Abschließend wurde mit
Aqua bidest und Methanol aufgefüllt.
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Tabelle 8: Coomassie Blue Silver Fixierlösung 50 ml

Chemikalie Menge

Aqua bidest 25 ml
Essigsäure 5 ml
Ethanol 20 ml

Tabelle 9: Coomassie Blue Silver Entfärber-Lösung 50 ml

Chemikalie Menge

Aqua bidest 35 ml
Methanol 15 ml

Tabelle 10: GBSS pH 7,4 1000 ml

Lösung A 800 ml

CaCl2x2H2O 298 mg
MgCl2x6H2O 210 mg
MgSO4 34,2 mg
KCl 370 mg
NaHCO3 2,27 g
NaCl 7 g
Na2HPO4 119,6 mg
D-Glucose 1 g
Aqua bidest 800 ml

Lösung B 100 ml

KH2PO4 30 mg
Aqua bidest 100 ml

Der pH-Wert wurde mit 5M NaOH auf 7,4 eingestellt. Anschließend wurden Lösung A
und B vereinigt und erneut der pH-Wert auf 7,4 adjustiert, um dann die Gesamtmenge
mit Aqua dest auf 1000 ml aufzufüllen.
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Tabelle 11: Laufpuffer (10x) 1000 ml

Chemikalie Menge

TRIS 31,0 g
Glycin 144,0 g
10 % SDS 100 ml
Aqua bidest auf 1000 ml auffüllen

Zur Verwendung wurde der Laufpuffer (10x) im Verhältnis 1:10 mit Aqua dest verdünnt.

Tabelle 12: Transferpuffer (5x) 1000 ml

Chemikalie Menge

TRIS 30,29 g
Glycin 35,66 g
10 % SDS 2,5 ml
Aqua bidest auf 1000 ml auffüllen

Zur Verwendung wurde der Transferpuffer (5x) im Verhältnis 1:5 mit Aqua dest verdünnt.

Tabelle 13: TBST (10x) 1000 ml

Chemikalie Menge

TRIS 24,24 g
NaCl 88,13 g
Tween 20 10 ml
Aqua bidest auf 1000 ml auffüllen

Der pH-Wert wurde mit 5M HCl auf 7,5 eingestellt. Zur Verwendung wurde die TBST-
Lösung (10x) im Verhältnis 1:10 mit Aqua dest verdünnt.

Tabelle 14: SDS-Probenpuffer 50 ml

Chemikalie Menge

Tris/HCl pH 6,8 0,379 g
SDS 1,00 g
Glycerol 5,00 g
Bromphenolblau-Na-Salz 5 mg
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Aqua bidest auf 50 ml auffüllen

Puffer wurde zu je 950 µl aliquotiert und bei -20 ℃ eingefroren. Zur Verwendung wurde
nach dem Auftauen im folgenden Verhältnis 2-Mercaptoethanol dazugegeben: 50 µl pro
950 µl SDS-Puffer

Tabelle 15: PBS-Puffer (10x) 1000 ml

Chemikalie Menge

NaCl 80 g
KCl 2 g
Na2HPO4 14,4 g
KH2PO4 2,4 g
Aqua bidest auf 1000 ml auffüllen

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt. Zur Verwendung wurde die Lösung im Verhältnis
1:10 mit Aqua bidest verdünnt und der pH-Wert erneut kalibriert.

Tabelle 16: ECL-Lösung

Lösung A 201 ml

0,1 M TRIS (in Aqua bidest) 200 ml
50 mg/ml Luminol (in Aqua bidest) 1 ml
Lösung B 10 ml

para-Hydroxycumarinsäure 11 mg
DMSO 10 ml

Zur Verwendung wurden Lösung A und B im Verhältnis 10:1 gemischt und pro 1 ml
Lösung A gab man 0,3 µl H2O2 zu.

Tabelle 17: Puffer zur Sternzellisolation

Puffer GBSS-Volumen Zusätze (erst kurz vor Perfusion zugeben)

1 100 ml 2000 U Heparin

2 200 ml
300 mg Pronase
10 mg DNase I
30 mg Kollagenase (39 mg bei Zirrhosetieren)

3 100 ml
40 mg Pronase
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3.2. MATERIAL

10 mg DNase I
10 mg Kollagenase (15 mg bei Zirrhosetieren)

Tabelle 18: Protokoll Trenngel und Sammelgel

SDS-Trenngel 30ml 10%iges Gel SDS-Sammelgel 10ml 7%iges Gel

Polyacrylamid 10,00 ml Polyacrylamid 2,33 ml
1,5 M Tris pH 8,8 7,50 ml 0,5 M Tris pH 8,8 2,50 ml
Aqua bidest 12,04 ml Aqua bidest 5,02 ml
10 % SDS 300 µl 10 % SDS 100 µl
TEMED 15 µl TEMED 5 µl
10 % APS 150 µl 10 % APS 50 µl

3.2.2 Verwendete Medien und Zusätze

Tabelle 19: Medien und Medienzusätze

Medium Firma, Ort, Land

DMEM (4,5 g/l Glukose, +Glutamin) PAA, Cölbe, Deutschland
IMDM Gibco, Darmstadt, Deutschland
FKS Gibco, Darmstadt, Deutschland
Penicillin/Streptomycin PAA, Cölbe, Deutschland

3.2.3 Verwendete Antikörper

Tabelle 20: Antikörper

Primärer Antikörper
Ziel- Ursprungs-

Hersteller, Ort, Land
spezies spezies

Anti-eNOS/NOS Typ III Ratte Maus BD Biosciences, Heidelberg, D

Anti-p44/42-MAP-Kinase Ratte Hase Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-peNOS-IgG Ratte Human abcam, Cambridge, GB

Anti-P-p44/42-MAP-Kinase Ratte Hase Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-β-Actin Ratte Maus Millipore, Darmstadt, D

Anti-VEGF Ratte Maus Santa Cruz, Heidelberg, D
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3.2. MATERIAL

Anti-VEGF-Receptor 2 Ratte Hase Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-Vinculin Ratte Maus Chemicon, Darmstadt, D

Sekundärer Antikörper
Ziel- Ursprungs-

Hersteller, Ort, Land
spezies spezies

Anti-Mouse-IgG-HRP Maus Pferd Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Anti-Rabbit-IgG-HRP Hase Ziege Cell Signaling, Danvers, MA, USA

Tabelle 21: Antikörper-Konzentrationen

primäre Antikörper eingesetzte Konzentration

Anti-eNOS/NOS-IgG Typ 3 1:500
Anti-p-44/42-MAP-Kinase-IgG 1:1000
Anti-peNOS-IgG 1:500
Anti-P-p-44/42-MAP-Kinase-IgG 1:1000
Anti-VEGF-IgG 1:1000
Anti-VEGF-Receptor-2-IgG 1:1000
Anti-Vinculin-IgG 1:6000
Anti-β-Actin 1:5000
sekundäre Antikörper eingesetzte Konzentration

Anti-Mouse-IgG-HRP 1:1000
Anti-Rabbit-IgG-HRP 1:1000

3.2.4 Biologisches Material

Tabelle 22: Zelllinien

Zelllinienname Ursprung, Ort, Land

TSEC MD Robert C. Huebert, Mayo Clinic, Ro-
chester, USA

HSZ-B-S1 AG Prof. Dr. Hellerbrand, Uniklinikum
Regensburg, Deutschland

Tabelle 23: Versuchstiere

Tierstamm Ursprung, Ort, Land

Wistar-Ratten ZMG, Halle, Deutschland

26



3.2. MATERIAL

3.2.5 Verwendete Kits und Hilfsstoffe

Tabelle 24: BCA-Kit

Bicinchoninic Acid solution Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Copper(II)sulfate solution Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Tabelle 25: Hilfsstoffe

Stoff Hersteller, Ort, Land

Albumin Standard Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

Precision Plus Protein Standards Kaleidoscope BioRad, München, Deutschland

SpectraMulticolorBroad Range Protein Lad-
der

Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

ECL Western Blotting Detecting Reagents Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Restore Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific, Bonn, Deutschland

3.2.6 Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien

Eine Aufzählung der verwendeten Geräte, Chemikalien und Verbrauchsmaterialien findet sich
in der Anlage.
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4 Ergebnisse

4.1 Vorversuche in der humanen Sternzelllinie HSZ-B-S1 zur
Findung der geeigneten Sorafenibdosis

Zunächst wurde die Zelllinie mit 2,5, 5, 10 µg/ml Sorafenib bzw. mit DMSO über 24 Stunden
behandelt. Im Anschluss wurde eine Vitalitätsbestimmung mittels MTS-Test durchgeführt,
um die Zelltoxizität von Sorafenib zu bestimmen. Nach der Behandlung mit 2,5 µg/ml Sorafe-
nib lag die Vitalität bei ca. 57 % der Kontrolle. Wurden 5 bzw. 10 µg/ml Sorafenib verwendet,
waren nur noch ca. 29 % der Zellen, verglichen mit der Kontrolle, vital. Im Anschluss an die
Behandlung der Zellen wurden diese noch einmal mikroskopisch inspiziert und ihre morpho-
logischen Veränderungen fotodokumentiert (Abb. 8). Aufgrund der gewonnen Erkenntnisse
über die Toxizität von Sorafenib wurden zur Behandlung der pHSC geringere Sorafenibdosen
von 1,25 und 2,5 µg/ml angewendet.

Abbildung 8:
Humane hepatische Sternzelllinie nach Behandlung mit unterschiedlichen Sorafenibkonzentrationen.
Hier sind Zellen der HSZ-B-S1-Zelllinie gezeigt, die entweder mit DMSO, 2,5 µg/ml, 5 µg/ml oder
10 µg/ml Sorafenib über 24 Stunden behandelt wurden. Darstellung in 20facher Vergrößerung. Alle
Konzentrationsangaben pro ml Medium. Balken entspricht 100 µm.
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4.2. AUSWIRKUNGEN DER ZIRRHOSEENTWICKLUNG AUF DIE PHSC

4.2 Auswirkungen der Zirrhoseentwicklung auf die pHSC

Um die Effekte der Zirrhoseentwicklung auf die Expression der untersuchten Proteine zu
ermitteln, wurden die Expressionsmuster der pHSC aus den einzelnen Zirrhosestadien mit
denen aus normalen Lebern verglichen. Dazu wurden die ausschließlich mit DMSO behandel-
ten Zellen verwendet.
Die Entwicklung einer Zirrhose veränderte die Expression der ERK 1 und 2 nicht. Die Pro-
teinexpression in den pHSC aus beginnender und fortgeschrittener Zirrhose war annähernd
identisch mit der in normalen Lebern (Abb. 9A). Ebenso konnte kein signifikanter Effekt der
Zirrhoseentwicklung auf die Phosphorylierung der ERK 1 bzw. 2 nachgewiesen werden (Abb.
9B).
Die Proteinexpression von VEGF in pHSC wurde durch die Entwicklung einer Zirrhose nicht
beeinflusst, so dass keine Expressionsunterschiede zwischen den pHSC aus der zirrhotischen
Leber und der Kontrollgruppe festgestellt werden konnten (Abb. 10A).
Die Zirrhoseentwicklung hatte einen Anstieg der VEGF-R2-Proteinexpression sowohl nach
8 Wochen (p ≤ 0,05) als auch nach 12 Wochen (p ≤ 0,05) im Vergleich mit der Kontroll-
gruppe zur Folge. Zwischen der beginnenden und fortgeschrittenen Zirrhose konnten keine
Expressionsunterschiede festgestellt werden (p ≤ 0,51) (Abb. 10B).
Durch die Entwicklung einer Zirrhose wurde die Expression der eNOS und deren Phosphory-
lierungsgrad in den pHSC, im Vergleich mit der Kontrollgruppe, nicht signifikant verändert
(Abb. 11A, B).

Abbildung 9:
Zirrhosebedingte Veränderungen der Proteinexpression bzw. Phosphorylierung der ERK 1/2 in pHSC
der Ratte. A) Darstellung der relativen Proteinexpression von ERK 1 im Vergleich mit ERK 2 in pHSC
nach entsprechender CCl4-Behandlung. B) Relativer Grad der Phosphorylierung der ERK 1 und 2 in
pHSC nach entsprechender CCl4-Behandlung. A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit
Standardfehler. Die Proteinexpression in der Normalleber entspricht 100 %.
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4.2. AUSWIRKUNGEN DER ZIRRHOSEENTWICKLUNG AUF DIE PHSC

Abbildung 10:
Zirrhosebedingte Veränderungen der Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in pHSC. A) Dar-
stellung der relativen Proteinexpression von VEGF in pHSC nach entsprechender CCl4-Behandlung.
B) Relative Proteinexpression von VEGF-R2 in pHSC nach entsprechender CCl4-Behandlung. A)+B)
In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die Proteinexpression in der Normalleber
entspricht 100 %. ∗= p ≤ 0,05

Abbildung 11:
Zirrhosebedingte Veränderungen der Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von eNOS in pHSC.
A) Darstellung der relativen Proteinexpression von eNOS in pHSC nach entsprechender CCl4-
Behandlung. B) Relative Phosphorylierungsstärke der eNOS in pHSC nach entsprechender CCl4-
Behandlung. A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die Proteinexpres-
sion in der Normalleber entspricht 100 %.
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4.3. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC AUS DER
NICHT-ZIRRHOTISCHEN LEBER

4.3 Die Wirkung von Sorafenib auf pHSC aus der
nicht-zirrhotischen Leber

In dieser Versuchsgruppe wurden pHSC, die aus jeweils 2 nicht mit CCl4 behandelten Ratten
isoliert wurden, mit 1,25 und 2,5 µg/ml Sorafenib, sowie DMSO als Kontrolle, behandelt. Vor
der Ernte der Zellen erfolgte eine Fotodokumentation (Abb. 12).

Abbildung 12:
Primäre Sternzellen aus verschiedenen Zirrhosestadien unter Sorafenibbehandlung. Hier sind pHSC
der Wistar-Ratte aus Normallebern, sowie beginnend bzw. fortgeschritten zirrhotischen Lebern zu
sehen, die entweder mit DMSO, 1,25 µg/ml oder 2,5 µg/ml Sorafenib über 24 Stunden behandelt
wurden. Darstellung in 20facher Vergrößerung. Alle Konzentrationsangaben pro ml Medium. Balken
entspricht 100 µm.
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4.3. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC AUS DER
NICHT-ZIRRHOTISCHEN LEBER

Zunächst wurde die Proteinexpression beider ERK-Isoformen in den pHSC aus gesunden
Lebern untersucht. Die Behandlung der pHSC aus normalen Lebern mit Sorafenib zeigte
einen dosisabhängigen Effekt auf die relative Proteinexpression der ERK 2. Durch 2,5 µg/ml
Sorafenib stieg die Expression verglichen mit der Kontrollgruppe an (p ≤ 0,05). Durch 1,25
µg/ml Sorafenib veränderte sich die ERK 2-Expression verglichen mit der Kontrolle nicht.
Sorafenib hatte keinen Effekt auf die Expression der ERK 1 (Abb. 13A). Außerdem wurde
die Phosphorylierung der ERK 1/2 untersucht, die mit dem Grad der Aktivität korreliert.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Sorafenib unabhängig von der eingesetzten Konzentration
die Phosphorylierung der ERK 1 bzw. 2 nicht signifikant beeinflusste (Abb. 13B).

Abbildung 13:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von ERK 1 und 2 in pHSC aus Normallebern unter Sora-
fenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC aus Normal-
lebern (Antikörper: Anti-ERK 1/2 und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Protein-
expression aus allen Versuchen mit Vergleich von ERK 1 und 2 als Diagramm. B) Repräsentativer
Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC aus Normallebern (Antikörper: Anti-pERK 1/2
und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der ERK 1 und 2 in
primären HSC als Diagramm (ergibt sich aus relativer Expression pERK geteilt durch relative Ex-
pression ERK). A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO
behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung mit 1µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25
µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib, ∗ = p ≤ 0,05
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4.3. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC AUS DER
NICHT-ZIRRHOTISCHEN LEBER

Die Untersuchung der relativen Proteinexpression des VEGF in den pHSC aus der normalen
Leber ergab keine Unterschiede in der Expression zwischen den nur mit DMSO und den mit
Sorafenib behandelten Zellen (Abb. 14A).
Des Weiteren wurde der Einfluss des Sorafenibs auf die relative Proteinexpression des VEGF-
R2 untersucht. Hierbei zeigte sich eine deutliche Steigerung der Expression unter Sorafenib
verglichen mit der Kontrolle. Dieser Effekt war bei einer Sorafenibdosis von 2,5 µg/ml signi-
fikant (p ≤ 0,05), jedoch nicht bei der geringeren Dosis (Abb. 14B).

Abbildung 14:
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in pHSC aus Normallebern unter Sorafenibbehandlung.
A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC aus Normallebern (Antikör-
per: Anti-VEGF und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Proteinexpression aus allen
Versuchen als Diagramm. B) Analoge Darstellung zu A, wobei hier Anti-VEGF-R2 und Anti-β-Actin-
Antikörper verwendet wurden. A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler.
Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung mit 1 µl/ml DMSO, + :
Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib, ∗= p ≤ 0,05

Durch Sorafenib wurde in den pHSC aus Normallebern die relative eNOS-Proteinexpression
verglichen mit der Kontrolle nicht verändert, wobei es keinen Unterschied machte, ob 2,5
oder 1,25 µg/ml Sorafenib eingesetzt wurden (Abb. 15A). Der Grad der Phosphorylierung der
eNOS wurde in dieser Versuchsgruppe durch Sorafenib ebenfalls nicht signifikant verändert
(Abb. 15B).
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4.3. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC AUS DER
NICHT-ZIRRHOTISCHEN LEBER

Abbildung 15:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von eNOS in pHSC aus Normallebern unter Sorafenibbe-
handlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC aus Normallebern
(Antikörper: Anti-eNOS und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Proteinexpression der
eNOS aus allen Versuchen als Diagramm. B) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein
der pHSC aus Normallebern (Antikörper: Anti-peNOS und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der
relativen Phosphorylierungsstärke der eNOS in pHSC als Diagramm (ergibt sich aus relativer Expres-
sion peNOS geteilt durch relative Expression eNOS). A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent
mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung mit 1
µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib
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4.4. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC DER BEGINNEND
ZIRRHOTISCHEN LEBER

4.4 Die Wirkung von Sorafenib auf pHSC der beginnend
zirrhotischen Leber

In dieser Versuchsgruppe wurden pHSC, die aus 8 Wochen mit CCl4 behandelten Ratten
isoliert wurden, mit 1,25 und 2,5 µg/ml Sorafenib, sowie mit DMSO als Kontrolle, behandelt.
Die Behandlung der pHSC aus der frühen Zirrhose mit Sorafenib ergab bei einer Dosis von
1,25 µg/ml keine signifikante Veränderung der ERK 1 und 2-Expression, ebenso wie bei
Anwendung der doppelten Dosis (Abb. 16A). Auch der Grad der Phosphorylierung der ERK
1/2 wurde in dieser Versuchsgruppe durch Sorafenib im Vergleich mit der Kontrollgruppe
nicht signifikant verändert (Abb. 16B).

Abbildung 16:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von ERK 1 und 2 in pHSC aus beginnend zirrhotischen
Lebern unter Sorafenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der
pHSC (8 Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-ERK 1/2 und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der
relativen Proteinexpression aus allen Versuchen mit Vergleich von ERK 1 und 2 als Diagramm. B)
Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC (8 Wochen Gruppe) (Antikörper:
Anti-pERK 1/2 und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der
ERK 1 und 2 in pHSC als Diagramm (relative Expression pERK geteilt durch relative Expression
ERK). A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behan-
delten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung mit 1 µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml
Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib
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4.4. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC DER BEGINNEND
ZIRRHOTISCHEN LEBER

In den pHSC aus Lebern mit beginnender Zirrhose führte die Behandlung mit Sorafenib zu
einer signifikanten Reduktion der VEGF-R2-Expression gegenüber der mit DMSO behandel-
ten Kontrolle, wenn die höhere Sorafenibdosis verwendet wurde. Bei der VEGF-Expression
zeigten sich keine signifikanten Veränderungen (Abb. 17).

Abbildung 17:
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in pHSC aus beginnend zirrhotischen Lebern unter So-
rafenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC (8 Wochen
Gruppe) (Antikörper: Anti-VEGF und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Proteinex-
pression aus allen Versuchen als Diagramm. B) Analoge Darstellung zu A, wobei hier Anti-VEGF-R2
und Anti-β-Actin-Antikörper verwendet wurden. A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit
Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung mit 1 µl/ml
DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib, ∗= p ≤ 0,05

Insbesondere in den HSC aus der frühen Zirrhose führte die höhere Sorafenibdosis zu einer
signifikanten Zunahme der eNOS-Expression, verglichen mit der Kontrollgruppe (p ≤ 0,05)
(Abb. 18A). Die Phosphorylierung der eNOS wurde durch die Sorafenibbehandlung nicht
signifikant verändert (Abb. 18B).
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4.5. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC DER FORTGESCHRITTEN
ZIRRHOTISCHEN LEBER

Abbildung 18:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von eNOS in pHSC aus beginnend zirrhotischen Lebern
unter Sorafenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC
(8 Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-eNOS und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen
Proteinexpression der eNOS aus allen Versuchen als Diagramm. B) Repräsentativer Western Blot
mit jeweils 40 µg Protein der pHSC (8 Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-peNOS und Anti-β-Actin).
Darunter Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der eNOS in pHSC als Diagramm (relative
Expression peNOS geteilt durch relative Expression eNOS). A)+B) In den Diagrammen Angaben in
Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung
mit 1 µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib, ∗= p ≤ 0,05

4.5 Die Wirkung von Sorafenib auf pHSC der fortgeschritten
zirrhotischen Leber

In dieser Versuchsgruppe wurden pHSC, die aus 12 bis 15 Wochen mit CCl4 behandelten
Ratten isoliert wurden, mit 1,25 und 2,5 µg/ml Sorafenib, sowie DMSO als Kontrolle, behan-
delt.
Es zeigte sich, dass Sorafenib die Expression beider ERK-Isoformen verglichen mit der un-
behandelten Kontrolle, unabhängig von der eingesetzten Konzentration, nicht veränderte
(Abb. 19A). Die Phosphorylierung der ERK 2 wurde durch Sorafenib, im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle, signifikant gesteigert (Abb. 19B). Für die Steigerung der ERK
1-Phosphorylierung wurde keine Signifikanz festgestellt.
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4.5. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC DER FORTGESCHRITTEN
ZIRRHOTISCHEN LEBER

Abbildung 19:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von ERK 1 und 2 in pHSC aus fortgeschritten zirrhotischen
Lebern unter Sorafenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der
pHSC (12 Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-ERK 1/2 und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der
relativen Proteinexpression aus allen Versuchen mit Vergleich von ERK 1 und 2 als Diagramm. B)
Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC (12 Wochen Gruppe) (Antikörper:
Anti-pERK und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der ERK
1 und 2 in pHSC als Diagramm (relative Expression pERK geteilt durch relative Expression ERK).
A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen
entsprechen 100 %. − : Behandlung mit 1 µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib,
++ : 2,5 µg/ml Sorafenib, ∗= p ≤ 0,05

In den pHSC aus der fortgeschrittenen Zirrhose reduzierte Sorafenib, unabhängig von der ein-
gesetzten Konzentration, die Proteinexpression von VEGF verglichen mit der Kontrollgruppe
signifikant (p ≤ 0,05 für beide Konzentrationen) (Abb. 20A). Außerdem steigerte die Behand-
lung mit der höheren Sorafenibdosierung die Expression des Rezeptors VEGF-R2 signifikant
(p ≤ 0,05) (Abb. 20B).
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4.5. DIE WIRKUNG VON SORAFENIB AUF PHSC DER FORTGESCHRITTEN
ZIRRHOTISCHEN LEBER

Abbildung 20:
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in pHSC aus fortgeschritten zirrhotischen Lebern un-
ter Sorafenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC (12
Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-VEGF und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen
Proteinexpression aus allen Versuchen als Diagramm. B) Analoge Darstellung zu A, wobei hier Anti-
VEGF-R2 und Anti-β-Actin-Antikörper verwendet wurden. A)+B) In den Diagrammen Angaben in
Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung
mit 1 µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib, ∗= p ≤ 0,05

Die Behandlung mit Sorafenib hatte, unabhängig von der angewendeten Konzentration, keine
Veränderung der eNOS-Expression und des Phosphorylierungsgrads gegenüber der Kontroll-
gruppe zur Folge (Abb. 21).
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4.6. ZIRRHOSEBEDINGTE UNTERSCHIEDE IN DER SORAFENIBWIRKUNG

Abbildung 21:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von eNOS in pHSC aus fortgeschritten zirrhotischen Lebern
unter Sorafenibbehandlung. A) Repräsentativer Western Blot mit jeweils 40 µg Protein der pHSC
(12 Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-eNOS und Anti-β-Actin). Darunter Darstellung der relativen
Proteinexpression der eNOS aus allen Versuchen als Diagramm. B) Repräsentativer Western Blot mit
jeweils 40 µg Protein der pHSC (12 Wochen Gruppe) (Antikörper: Anti-peNOS und Anti-β-Actin).
Darunter Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der eNOS in pHSC als Diagramm (relative
Expression peNOS geteilt durch relative Expression eNOS). A)+B) In den Diagrammen Angaben in
Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. − : Behandlung
mit 1 µl/ml DMSO, + : Behandlung mit 1,25 µg/ml Sorafenib, ++ : 2,5 µg/ml Sorafenib

4.6 Zirrhosebedingte Unterschiede in der Sorafenibwirkung

Um zu untersuchen, wie sich die Auswirkungen der Sorafenibbehandlung in den HSC während
der Zirrhoseentwicklung unterscheiden, wurde die Expression der untersuchten Proteine nach
Behandlung mit Sorafenib zwischen den verschieden stark ausgeprägten Zirrhosen und der
Normalleber verglichen. Dabei wurde nur die 2,5 µg/ml-Sorafenib-Gruppe betrachtet, da hier
deutlichere Effekte gezeigt werden konnten.
Die Expression der ERK 2 in pHSC, die mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt wurden, zeigte
eine signifikante Reduktion nach 12 Wochen (p ≤ 0,05), jedoch keine signifikante Veränderung
nach 8 Wochen, verglichen mit der Kontrollgruppe. Die Sorafenibwirkung auf die ERK 1-
Expression wurde nicht durch den Grad der Zirrhose beeinflusst (Abb. 22A). Sowohl die
Phosphorylierung der ERK 1, als auch der ERK 2, war unter Sorafenibbehandlung in der 12
Wochen-Gruppe signifikant höher als in der Normalleber bzw. der 8 Wochen-Gruppe (Abb.
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22B).

Abbildung 22:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung der ERK 1 und 2 in pHSC unter Sorafenibbehandlung in
verschiedenen Zirrhosestadien. A) Darstellung der relativen Proteinexpression von ERK 1 im Ver-
gleich mit ERK 2 in pHSC nach entsprechender CCl4-Behandlung. Alle Zellen wurden mit 2,5 µg/ml
Sorafenib behandelt. B) Relativer Grad der Phosphorylierung der ERK 1 und 2 in pHSC (relative
Proteinexpression der pERK geteilt durch die relative Expression der ERK) nach entsprechender CCl4
-Behandlung. Alle Zellen wurden mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt. A)+B) In den Diagrammen An-
gaben in Prozent mit Standardfehler. Die Proteinexpression in der Normalleber entspricht 100 %. ∗=
p ≤ 0,05

Der Einfluss von Sorafenib auf die VEGF-Expression in den pHSC zeigte keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Zirrhosestadien (Abb. 23A). Die Expression von
VEGF-R2 war in pHSC aus der fortgeschrittenen Zirrhose signifikant ausgeprägter (p ≤ 0,05)
als in pHSC aus Normallebern, die ebenfalls mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt wurden.
(Abb. 23B). In den Zellen aus der beginnenden Leberzirrhose war die VEGF-R2-Expression
in diesem Fall signifikant geringer als in den Zellen der Normalleber bzw. der fortgeschrittenen
Zirrhose.
Die Wirkung von Sorafenib auf die Expression der eNOS ist vom Stadium der Zirrhose abhän-
gig. Bei der Behandlung mit 2,5 µg/ml Sorafenib wurde eine signifikant stärkere Expression
nach 8 Wochen (p ≤ 0,05) im Vergleich mit der Kontrollgruppe und der 12 Wochen-Gruppe
festgestellt (Abb. 24 A). Zwischen der Normalleber und der 12 Wochen-Gruppe gab es keine
signifikanten Unterschiede. Für den Grad der Phosphorylierung der eNOS zeigten sich keine
zirrhoseabhängigen Effekte im Bezug auf die Sorafenibbehandlung (Abb. 24 B).

4.7 Sorafenibwirkungen in der humanen Sternzelllinie HSZ-B-S1

In der Sternzelllinie wurden die Effekte des hochdosierten Sorafenibs auf die Expression von
ERK 1 und 2, VEGF, VEGF-R2 sowie auf die Phosphorylierung der ERK 1 und 2 untersucht.
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Abbildung 23:
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in pHSC unter Sorafenibbehandlung in verschiedenen
Zirrhosestadien. A) Darstellung der relativen Proteinexpression von VEGF in pHSC nach entspre-
chender CCl4-Behandlung. Alle Zellen wurden mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt. B) Relative Prote-
inexpression von VEGF-R2 in pHSC nach entsprechender CCl4 -Behandlung. Alle Zellen wurden mit
2,5 µg/ml Sorafenib behandelt. A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler.
Die Proteinexpression in der Normalleber entspricht 100 %. ∗= p ≤ 0,05

Abbildung 24:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierung von eNOS in pHSC unter Sorafenibbehandlung in verschie-
denen Zirrhosestadien. A) Darstellung der relativen Proteinexpression von eNOS nach entsprechender
CCl4-Behandlung. Alle Zellen wurden mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt. B) Relative Phosphorylie-
rungsstärke der eNOS in pHSC (ergibt sich aus der relativen Proteinexpression der peNOS geteilt
durch die relative Expression der eNOS) nach entsprechender CCl4-Behandlung. Alle Zellen wurden
mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt. A)+B) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfeh-
ler. Die Proteinexpression in der Normalleber entspricht 100 %. ∗= p ≤ 0,05
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Die Zellen wurden mit 2,5, 5 und 10 µg/ml Sorafenib oder mit 4 µl/ml DMSO behandelt.
Im Vergleich zur Kontrollgruppe zeigte sich bei der 2,5 µg/ml-Gruppe eine signifikante Zu-
nahme der Expression beider ERK-Isoformen (p ≤ 0,05), welche mit zunehmender Dosiss-
teigerung nicht mehr nachweisbar war. Die Behandlung mit 10 µg/ml Sorafenib hatte eine
signifikante Reduktion der ERK 1-Expression gegenüber der 2,5 µg/ml-Gruppe zur Folge (p
≤ 0,05) (Abb. 25A+B). Die Behandlung mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen zeigte
keine signifikanten Veränderungen in der Phosphorylierung der ERK 1 und 2 (Abb. 25B).

Abbildung 25:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierungsstatus von ERK 1 und 2 in HSZ-B-S1 unter Sorafenibbe-
handlung. A) Repräsentativer Western Blot aus jeweils 30 µg Protein der Zelllinie nach Behandlung
mit 2,5, 5, 10 µg/ml Sorafenib bzw. DMSO über 24 h (Antikörper: Anti-ERK1/2, -pERK1/2 und
-β-Actin). B) Darstellung der relativen Proteinexpression von ERK 1 und 2 nach oben genannter
Behandlung im Vergleich als Diagramm. C) Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der
ERK 1 und 2 im Vergleich als Diagramm (relative Expression von pERK geteilt durch die relative
Expression von ERK). B)+C) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit
DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. ∗= p ≤ 0,05
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Die Behandlung der HSZ-B-S1 mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen zeigte keine Ver-
änderungen der VEGF- bzw. der VEGF-R2-Expression (Abb. 26).

Abbildung 26:
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in HSZ-B-S1 unter Sorafenibbehandlung. A)+B) Reprä-
sentativer Western Blot aus jeweils 30 µg Protein der Zelllinie nach Behandlung mit 2,5, 5, 10 µg/ml
Sorafenib bzw. DMSO über 24 h (Antikörper: Anti-VEGF, -VEGF-R2 und -β-Actin). C)+D) Darstel-
lung der relativen Proteinexpression von VEGF bzw. VEGF-R2 nach oben genannter Behandlung als
Diagramm, Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen
100 %

4.8 Sorafenibwirkungen in der murinen sinusoidalen
Endothelzelllinie TSEC

Die Behandlung der TSEC erfolgte nach den gleichen Modalitäten wie bei der Sternzelllinie.
Neben den bereits in der Sternzelllinie untersuchten Proteinen wurde in den TSEC auch die
Expression und Phosphorylierung der eNOS untersucht. Außerdem erfolgte eine Vitalitäts-
prüfung mittels MTS-Test.
Unter der Behandlung mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen zeigte sich in den TSEC
eine Abnahme der Vitalität, die mit der verwendeten Sorafenibdosis korrelierte. Nach der
Behandlung mit 2,5 µg/ml waren noch 93 % der Zellen vital, was in etwa der Vitalität unter
alleiniger DMSO-Behandlung entsprach. Wurden 5 µg/ml Sorafenib eingesetzt waren noch
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57 % der Zellen vital und bei der maximalen Sorafenibdosis nur noch 18 % aller Zellen. Nach
der Behandlung wurden die Zellen fotodokumentiert (Abb. 27).

Abbildung 27:
Murine sinusoidale Endothelzelllinie TSEC nach Behandlung mit unterschiedlichen Sorafenibkonzen-
trationen. Die TSEC wurden entweder mit DMSO, 2,5 µg/ml, 5 µg/ml oder 10 µg/ml Sorafenib über
24 Stunden behandelt. Darstellung in 20facher Vergrößerung. Alle Konzentrationsangaben pro ml
Medium. Balken entspricht 100 µm.

Die Behandlung mit ansteigenden Sorafenibkonzentrationen zeigte in den TSEC eine nicht
signifikante Reduktion der Expression der ERK 1 und 2 im Vergleich mit der Kontrollgruppe
(Abb. 28B). Die Phosphorylierung der ERK 1 wurde durch 10 µg/ml Sorafenib, gegenüber
der Kontrolle, signifikant gesteigert. Die Phosphorylierung der ERK 2 war in diesem Fall
nicht signifikant verschieden zur Kontrollgruppe (Abb. 28C).
Durch die Behandlung mit Sorafenib in ansteigenden Konzentrationen zeigte sich keine Ver-
änderung in der Expression von VEGF verglichen mit der Kontrollgruppe (Abb. 29C). Die
VEGF-R2-Expression wurde durch die geringe Sorafenibkonzentration zunächst nicht verän-
dert, jedoch kam es bei 10 µg/ml Sorafenib zu einer signifikanten Reduktion im Vergleich
zur Kontrollgruppe und den Zellen, die mit 2,5 µg/ml Sorafenib behandelt wurden (p ≤ 0,05)
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Abbildung 28:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierungsstatus von ERK 1 und 2 in TSEC unter Sorafenibbehand-
lung. A) Repräsentativer Western Blot aus jeweils 30 µg Protein der TSEC nach Behandlung mit 2,5,
5, 10 µg/ml Sorafenib bzw. DMSO über 24 h (Antikörper: Anti-ERK1/2, -pERK1/2 und -β-Actin).
B) Darstellung der relativen Proteinexpression von ERK 1 und 2 nach oben genannter Behandlung
im Vergleich als Diagramm. C) Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der ERK 1 und 2
im Vergleich als Diagramm (relative Expression von pERK geteilt durch die relative Expression von
ERK). B)+C) In den Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behan-
delten Zellen entsprechen 100 %. ∗= p ≤ 0,05

(Abb. 29D).
Die eNOS-Expression zeigte unter der Behandlung mit Sorafenib keine signifikante Verän-
derung im Vergleich mit den Kontrollzellen, unabhängig von der eingesetzten Konzentration
(Abb. 30 B). Ebenso zeigte die Phosphorylierung der eNOS keine signifikanten Unterschiede
zur Kontrollgruppe (Abb. 30B).
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Abbildung 29:
Proteinexpression von VEGF und VEGF-R2 in TSEC unter Sorafenibbehandlung. A)+B) Repräsenta-
tiver Western Blot aus jeweils 30 µg Protein der TSEC nach Behandlung mit 2,5, 5, 10 µg/ml Sorafenib
bzw. DMSO über 24 h (Antikörper: Anti-VEGF, -VEGF-R2, -Vinculin und -β-Actin). C)+D) Darstel-
lung der relativen Proteinexpression von VEGF bzw. VEGF-R2 nach o.g. Behandlung als Diagramme,
Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen 100 %. ∗=
p ≤ 0,05
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Abbildung 30:
Proteinexpression bzw. Phosphorylierungsstatus von eNOS in TSEC unter Sorafenibbehandlung. A)
Repräsentativer Western Blot aus jeweils 30 µg Protein der TSEC nach Behandlung mit 2,5, 5, 10
µg/ml Sorafenib bzw. DMSO über 24 h (Antikörper: Anti-eNOS, -peNOS und -β-Actin. B) Darstel-
lung der relativen Proteinexpression von eNOS in TSEC nach o.g. Behandlung als Diagramm. C)
Darstellung der relativen Phosphorylierungsstärke der eNOS in TSEC nach o.g. Behandlung als Dia-
gramm (relative Expression von peNOS geteilt durch die relative Expression von eNOS). B)+C) In den
Diagrammen Angaben in Prozent mit Standardfehler. Die mit DMSO behandelten Zellen entsprechen
100 %.
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5 Diskussion

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe haben ergeben, dass in der Leberzirrhose mit portaler
Hypertension der Gefäßwiderstand der Leberarterien abnimmt [86]. Diese Abnahme des Ge-
fäßwiderstandes konnte in zwei unterschiedlichen Tiermodellen gezeigt werden [86]. Ursache
dieser Gefäßdilatation der Leberarterie war einerseits eine vermehrte Expression von NO und
andererseits die Abnahme der glatten Gefäßmuskulatur (Remodelling) [86]. Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass eine Gefäßdilatation der Leberarterie bereits in einem frühen Stadium
der Leberzirrhose auch ohne Vorhandensein einer portalen Hypertension vorliegt [97]. Die
Gefäßdilatation der Leberarterien scheint also unabhängig vom portalvenösen Widerstand
zu sein. Aufgrund der Hypoxie, die während der Fibrosierung auftritt, scheint es zur ver-
mehrten eNOS und peNOS-Expression zu kommen und somit zur gesteigerten Ausschüttung
von NO im Bereich der hepatischen Arterien [97]. Durch die medikamentöse Hemmung der
NO-Ausschüttung konnte das Ansprechen der Leberarterien auf Vasokonstriktoren wieder
deutlich erhöht werden. Im nächsten Schritt wurden die zirrhotischen Ratten mit Sorafe-
nib behandelt. Wurde Sorafenib in den ersten 8 Wochen der Zirrhoseentstehung (also ohne
Vorliegen der portalen Hypertension) verabreicht, konnte die Dilatation der Leberarterien
verringert werden. Ähnliche Effekte löste Sorafenib aus, wenn es von der 8. bis zur 12. Woche
verabreicht wurde. Interessanterweise hatte die Sorafenibbehandlung über den gesamten Zeit-
raum von 12 Wochen, also bis zur Ausprägung des portalen Hochdrucks, keinen Effekt auf die
Vasodilatation der Leberarterien. Auf molekularer Ebene ergaben die Untersuchungen eine
Zunahme von ERK 1/2, pERK 1/2 und eNOS in den Leberarterien der frühen Zirrhose. Unter
Sorafenibbehandlung blieb die Proteinexpression in den hepatischen Arterien unverändert. In
der fortgeschrittenen Zirrhose zeigten sich ähnliche Veränderungen der Proteinexpression. In
der Gesamtleber konnte die VEGF-R2-Expression in der frühen Zirrhose durch Sorafenibthe-
rapie deutlich reduziert werden. Die kurzfristige Behandlung (8.-12. Woche) mit Sorafenib
führte, bei bereits bestehender Zirrhose, zu einer Normalisierung des Gefäßwiderstands der
Leberarterie und zusätzlich zu einem positiven Einfluss auf den Widerstand der Portalvene
und des sinusoidalen Gefäßbetts [87].
In der vorliegenden Arbeit wurden nun zur weiteren Differenzierung der Effekte pHSC aus
zirrhotischen Lebern entnommen und in Zellkulturexperimenten mit Sorafenib behandelt. So
wurden Erkenntnisse über die molekularen Veränderungen in zirrhotischen pHSC, sowie über
die Effekte der Sorafenibtherapie in isolierten pHSC gesammelt.

5.1 Auswirkungen der Zirrhoseentwicklung auf die HSC

5.1.1 VEGF-Stoffwechselweg

Im Rahmen der Zirrhoseentwicklung kommt es zu einer Aktivierung der HSC [98, 99]. Bei der
Aktivierung der Sternzellen sind verschiedene Pathways involviert. Dazu zählen der PDGF-
und der durch TGF-β aktivierte-Pathway [100, 101]. Unter anderem nimmt auch die Aktivität
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des VEGF-Pathways zu [47]. Dabei bindet VEGF an den VEGF-Rezeptor, von dem es ver-
schiedene Subtypen gibt. Die Expression von VEGF nimmt im Rahmen der HSC-Aktivierung
zu [102]. Die treibende Kraft bei der verstärkten VEGF-Expression stellt die Hypoxie dar
[103]. Ankoma-Sey et al. [46] wiesen in pHSC, aus einmalig mit CCl4 behandelten Ratten,
eine Steigerung der VEGF mRNA nach. Auch die Expression der VEGF-Rezeptoren nimmt
im Rahmen der Zirrhoseentwicklung zu. In der Literatur konnte eine Vermehrung der VEGF-
R2-Expression in zirrhotischen Lebern von Ratten und Mäusen [17, 101, 104] nachgewiesen
werden. Unter hypoxischen Bedingungen bilden sowohl pHSC in Kultur als auch die Stern-
zelllinie HSC-T6 vermehrt VEGF-R1, jedoch nicht VEGF-R2 [15, 46]. Im Gegensatz dazu
konnte in menschlichen HSC unter hypoxischen Bedingungen eine Steigerung der VEGF-R2-
Expression festgestellt werden [47].
In der vorliegenden Untersuchung an zirrhotischen pHSC, sowohl aus frühen, als auch aus
fortgeschrittenen Zirrhosestadien, konnte eine Steigerung der VEGF-R2-Expression nachge-
wiesen werden. Die vermehrte Expression kann durch die zunehmende Hypoxie innerhalb der
zirrhotischen Leber ausgelöst werden. Diese führt zur vermehrten Freisetzung von VEGF und
somit auch zu einer gesteigerten Expression von VEGF-R2 [47]. In der Studie von Ankoma-
Sey et al., in der eine Expressionssteigerung von VEGF-R1 ohne Steigerung von VEGF-R2
festgestellt wurde, wurde ausschließlich die mRNA bestimmt [46]. Eine reine Messung der
mRNA-Menge korreliert jedoch nicht zwangsläufig mit der vorliegenden Proteinkonzentrati-
on, da im Rahmen der Translation Proteine zum Teil wieder abgebaut werden oder es gar
nicht zur Translation kommt. Die vorliegende Studie konzentriert sich ausschließlich auf die
Proteinexpression von VEGF-R2 in pHSC. Die nachgewiesene Steigerung der Proteinexpres-
sion ist übereinstimmend mit der von Novo et al. ermittelten Steigerung von VEGF-R2 in
menschlichen HSC unter Hypoxie [47].

5.1.2 ERK-Stoffwechselweg

Zur Expression der ERK in zirrhotischen Lebern gibt es eine Vielzahl von Studien. Svegliati-
Baroni et al. [25] zeigten, dass die ERK 1/2-Expression in den Lebern gallengangsligierter
Ratten zunahm. In verschiedenen Studien an Volllysaten der Leber [77, 101] zeigte sich durch
die Zirrhoseinduktion eine unveränderte Proteinexpression der ERK. In HSC aus Ratten, de-
nen mittels Dimethylnitrosamin (DMN) ein Leberzellschaden induziert wurde, war der ERK
1/2-Gehalt unverändert. Die Phosphorylierung der ERK in der zirrhotischen Leber nahm
demgegenüber in beiden Arbeiten zu. Svegliati-Baroni et al. [25] und Wang et al. [77] wiesen
eine Zunahme der phosphorylierten ERK in der Gesamtleber nach, welche durch die ver-
mehrte Aktivierung der PDGF- und VEGF-Rezeptoren ausgelöst wurde [23, 105]. Anhand
von Ratten und Mäusen, die mit CCl4 behandelt wurden, zeigte sich ein Anstieg der relativen
pERK-Expression in deren Lebern [101, 106]. Svegliati-Baroni et al. zeigten zudem, dass 7
Tage nach einer Gallengangsligatur die pERK-Expression in HSC ansteigt.
In der vorliegenden Arbeit blieb die Expression der ERK 1/2 in zirrhotischen pHSC gegen-
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über der Kontrollgruppe unverändert. Die Phosphorylierung der ERK 1/2 in der 12 Wochen-
Gruppe nahm zu, jedoch war dieses Ergebnis nicht signifikant. Die in der vorliegenden Studie
untersuchten pHSC wurden aus hochgradig zirrhotisch veränderten Lebern entnommen. Da-
her könnte der Leberschaden in dieser Arbeit wesentlich weiter fortgeschritten sein als in
anderen Studien. Die akute Aktivierung des ERK-Pathways war möglicherwiese wieder rück-
läufig. Marra et al. [23] zeigten, dass nach einem akuten Leberzellschaden die ERK-Aktivität
anstieg und im Verlauf wieder abnahm.

5.1.3 eNOS und VEGF

In der Literatur finden sich unterschiedliche Angaben zur hepatischen eNOS-Expression unter
zirrhotischen Bedingungen. Bei Mejias et al. blieb die Protein-Expression der eNOS unverän-
dert [17], Wei et al. zeigten mittels Immunhistochemie einen Anstieg der Expression [107] und
bei Schwabl et al. stieg die mRNA-Expression leicht an, wohin gegen die Protein-Expression
von eNOS abnahm [108]. In diesen Studien wurden Rattenlebern untersucht. Möglicherweise
besteht die Diskrepanz der Ergebnisse aufgrund der unterschiedlichen Nachweismethoden.
Wang et al. untersuchten die eNOS-Expression in der HSC-Zelllinie LX-2, nachdem diese mit
TGF-β1 aktiviert wurde, und zeigten eine Reduktion der eNOS-Expression [109].
Untersuchungen in der Gesamtleber ergaben, dass die Phosphorylierung hepatischer eNOS
unter zirrhotischen Bedingungen erniedrigt ist [32, 108, 110, 111]. In SEC aus zirrhotischen
Lebern zeigte sich eine Abnahme der eNOS-Aktivität und -Phosphorylierung [33]. In der Li-
teratur wurde bisher die Expression in der gesamten Leber [17, 107, 108] oder in bestimmten
Zellpopulationen wie SEC [112] oder in Zelllinien untersucht [109]. Die eNOS-Expression und
-Phosphorylierung in zirrhotischen HSC ist bisher nicht untersucht wurden.
In der vorliegenden Arbeit blieb die eNOS-Expression in zirrhotischen pHSC gegenüber nor-
malen HSC unverändert. Sie blieb außerdem während der Zirrhoseentwicklung konstant. Ver-
mutlich ist die eNOS-Expression in HSC nur sehr gering und es kommt durch die Zirrhosein-
duktion nur zu geringen Schwankungen, im Gegensatz zu den SEC, die reichlich eNOS expri-
mieren. Aber auch die unterschiedlichen Arten der Zirrhoseinduktion könnten eine Ursache
für die uneinheitlichen Veränderungen sein, da die einzelnen Tiermodelle verschiedenartige
Entstehungsmechanismen der Zirrhose darstellen und CCl4 eine andersartige Leberschädi-
gung als eine Gallengangsligatur [113] hervorruft. Wang et al. konnten in der HSC-Zelllinie
LX-2 eNOS nachweisen, wobei die Expression durch die Aktivierung mit TGF-β1 induziert
wurde [109]. In der vorliegenden Arbeit konnte eNOS in den pHSC nachgewiesen werden,
jedoch nicht in der Zelllinie HSZ-S1-B, was möglicherweise in den verschiedenen Aktivie-
rungswege begründet liegt.
Auch der Phosphorylierungsgrad der eNOS in den pHSC wurde in der vorliegenden Untersu-
chung durch die Zirrhoseentwicklung nicht beeinflusst. In der Literatur wurde hingegen eine
Reduktion in der Gesamtleber festgestellt [17, 32, 110]. Da die SEC einen größeren Anteil
der hepatischen eNOS exprimieren als die HSC [112], könnte bei einer Bestimmung in der
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Gesamtleber die Expression in den SEC die Veränderung in den HSC überlagern. In den
SEC wurde eine Reduktion der eNOS-Aktivität durch eine Reduktion der Phosphorylierung
gezeigt [114, 115, 116].
Ein Unterschied in der VEGF-Expression zwischen zirrhotischen pHSC und der Kontroll-
gruppe konnte anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht festgestellt werden. Das wäre zu
vereinbaren mit dem Zwei-Phasen-Modell [13, 47], nach dem im Rahmen der Zirrhoseent-
wicklung zunächst die HSC reichlich VEGF ausschütten und später die Endothelzellen. In
den zirrhotischen HSC könnte daher die VEGF-Expression bereits reduziert sein. In der frü-
hen Phase der Schädigung, oder bei akuter Hypoxie, scheint die VEGF-Ausschüttung durch
HSC noch deutlich höher zu sein [15, 46, 117, 118].

5.2 Sorafenibwirkung auf nicht-zirrhotische pHSC

Anhand der vorliegenden Daten ergab sich bei nicht-zirrhotischen pHSC eine Steigerung der
ERK 2-Expression durch die Sorafenibbehandlung, ohne eine Veränderung der Expression
von ERK 1 oder der ERK 1/2-Phosphorylierung. Auch die Expression des VEGF-R2 wurde
unter der Sorafenibbehandlung gesteigert. Die Expression von VEGF, eNOS und die Phos-
phorylierung der eNOS wurden durch Sorafenib nicht beeinflusst. Die Steigerung der ERK 2
und VEGF-R2-Expression in Folge der Sorafenibbehandlung bei nicht-zirrhotischen pHSC ist
am ehesten als reaktive Erhöhung der Expression zu werten. Diese könnte durch die Blockade
des VEGF-Pathways ausgelöst werden. Von einer Erhöhung der ERK-Expression unter So-
rafenib berichteten auch Zhang et al. [119]. Bei den Zellen der vorliegenden Versuchsgruppe
handelte es sich um normale pHSC, die noch nicht durch die Einwirkung von Noxen oder
oxidativen Stress aktiviert wurden [99]. In dieser Zellpopulation besteht keine Aktivierung
des VEGF-Pathways, das heißt der VEGF-R2 liegt hauptsächlich in seiner unphosphorylier-
ten Form vor. Sorafenib als Tyrosinkinase-Inhibitor wirkt über die Blockade des VEGF-R2,
jedoch vor allem in der aktivierten Form. Durch die Blockade des vorhandenen VEGF-R2
könnte es aber zu einer reaktiv vermehrten Expression von VEGF-R2 und ERK im Sinne ei-
ner Kompensation der Blockade kommen. Auch der Phosphorylierungsstatus der ERK blieb
unverändert. Hier wäre eine mögliche Erklärung, dass Sorafenib die nicht aktivierte ERK
auch nicht hemmen kann. Eine Steigerung der ERK 2- und VEGF-R2-Expression trat aus-
schließlich bei der höheren Sorafenibdosis von 2,5 µg/ml auf. Es ist also denkbar, dass die
Expressionssteigerung auch durch eine vermehrte Apoptose der HSC hervorgerufen wurde.

5.3 Sorafenibwirkung auf zirrhotische pHSC

Bei der Behandlung der zirrhotischen pHSC wurden die Gruppe der frühen und der fortge-
schrittenen Zirrhose unterschieden. In beiden Gruppen ergaben sich unterschiedliche Auswir-
kungen der Sorafenibbehandlung. In der frühen Zirrhose konnten keine Änderungen der Ex-
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pression von ERK 1/2, pERK 1/2 und VEGF festgestellt werden. Für den VEGF-R2 konnte
eine signifikante Reduktion der Expression durch die Sorafenibdosis 2,5 µg/ml gezeigt wer-
den. Eine reduzierte VEGF-R2-Expression in der Gesamtleber durch Sorafenib zeigten bereits
Zhou et al. in in vivo Studien bei Mäusen [120] und Mejias et al. in Lebergewebe von BDL-
Ratten [17]. In Tumorzelllinien zeigte sich keine Änderung der VEGF-R2-Expression, jedoch
eine Reduktion der Phosphorylierung [69]. Die hier nachgewiesene Reduktion der VEGF-
R2-Expression spricht für eine starke Rezeptorhemmung durch Sorafenib in der beginnenden
Zirrhose. Ein ebenfalls signifikanter Unterschied zu den unbehandelten pHSC zeigte sich bei
der Expression der eNOS, denn in den pHSC der beginnenden Zirrhose steigerte Sorafenib die
eNOS-Expression im Vergleich zur Kontrolle. Der Grad der Phosphorylierung wurde durch
die Sorafenibbehandlung nicht signifikant beeinflusst. Die Steigerung der eNOS-Expression
durch Sorafenib in der frühen Zirrhose könnte über eine Hemmung der Rho-Kinase vermittelt
sein. Trebicka et al. [121] zeigten, dass Atorvastatin bei Ratten, denen durch Gallengangsli-
gatur eine Zirrhose induziert wurde, die eNOS-Expression in der Leber verstärkte. Wang et
al. [109] konnten eine vermehrte eNOS-Expression in der Sternzelllinie LX-2 zeigen, nachdem
diese mit TGF-β1 und Simvastatin behandelt wurde. Man vermutet, dass Statine eine Hem-
mung der aktivierten RhoA und Rho-Kinase in aktivierten HSC vermitteln, da der aktivierte
Rho-Signalweg die eNOS-Expression supprimiert [121, 122, 123]. Sorafenib wiederum ver-
ringert die Proteinexpression der Rho-Kinase in der Gesamtleber, was Hennenberg et al. in
BDL-Ratten [75] zeigen konnten. Somit könnte Sorafenib die eNOS-Expression in aktivierten
Sternzellen durch die Hemmung der dort vermehrt vorliegenden Rho-Kinase [121] steigern
(Abb. 31). In der Untersuchung von Klein et al. [62] führte die gezielte Rho-Kinase-Hemmung
aktivierter HSC in zirrhotischen Rattenlebern zur isolierten Reduktion des portalen Hoch-
drucks, ohne dass der Gefäßwiderstand der Leberarterien beeinflusst wurde. Auch Wei et al.
[107] wiesen in BDL-Ratten durch Hemmung der Rho-Kinase mittels Natrium Ferulat, einem
Medikament aus der traditionellen chinesischen Medizin, das die Umwandlung der RhoA-
GDP zu Rho-GTP verringert, eine Reduktion des portalen Drucks nach. Außerdem zeigten
sie eine gesteigerte eNOS-Expression durch Natrium Ferulat. Auch in HSC aus BDL-Ratten
konnte eine Inhibierung der Rho-Kinase durch Natrium Ferulat nachgewiesen werden [124].
Auf einem ähnlichen Weg könnte auch Sorafenib auf die Rho-Kinase-Aktivität wirken.
Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass die eNOS-Phosphorylierung der frühen Zirrhose
durch die Behandlung mit Sorafenib unverändert blieb. Ähnliches zeigten Mejias et al. bei
der in vivo Behandlung zirrhotischer Ratten mit Sorafenib im Volllysat der Leber [17]. So-
mit scheint die eNOS-Expression, jedoch nicht dessen Phosphorylierung, durch Sorafenib
beeinflussbar zu sein. Eine Hemmung der Rho-Kinase-Aktivität steigert die Stabilität der
eNOS-mRNA und somit die Expression der eNOS selbst [122]. Im Gegensatz dazu hatte
die Behandlung mit Sorafenib keinen Einfluss auf die Expression und Phosphorylierung der
eNOS in den pHSC der fortgeschrittenen Leberzirrhose. In vivo haben Rosado et al. [123] ge-
zeigt, dass die Hemmung der Rho-Kinase-Aktivität mittels Terutroban, einem Thromboxan-
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Abbildung 31:
Hier ist die Aktivierung der Rho-Kinase durch Rho-GTP dargestellt. Statine greifen in diesen Zyklus bereits
während der Translokation von Rho ein, wohin gegen Sorafenib direkt die Expression der Rho-Kinase hemmt.
Dadurch sind eNOS-Aktivität und -Expression nicht mehr eingeschränkt. (Abbildung frei nach Rikitake Y et
al 2005).

A2/Prostaglandin-Endoperoxid (TP)-Rezeptor-Antagonisten, keinen Einfluss auf die Expres-
sion der eNOS hatte, wenn die Ratten zuvor 12 Wochen CCl4 inhaliert hatten. Wurden jedoch
gallengangsligierte Ratten behandelt, zeigte sich ein deutlicher Anstieg der eNOS-Expression
und Phosphorylierung. Die Autoren sehen eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied
darin, dass im Fall der gallengangsligierten Ratten eine Zirrhose bestand, die sich während
der Behandlung noch in der Entwicklung befand. In der CCl4-Gruppe lag eine fortgeschrit-
tene Zirrhose mit Aszites vor. Hier war die Zirrhoseentwicklung vollständig abgeschlossen,
so dass durch die in vivo Behandlung keine Steigerung der eNOS-Expression und Aktivität
mehr erreicht werden konnte. In ähnlicher Weise scheint die Wirkung des Sorafenibs auf den
Rho-Kinase-Pathway vom vorliegenden Zirrhosestadium abhängig zu sein. Anhand der vor-
liegenden Daten bestätigt sich, dass in der frühen Zirrhose eine Behandlung mit Sorafenib
zu einer signifikanten Steigerung der eNOS-Expression führt, wohin gegen die Behandlung in
der späten Zirrhose keinen Einfluss auf die Expression und Aktivität hat. Langer und DeLeve
berichteten von einer Hemmung der HSC-Aktivierung durch NO [125, 126], welches benach-
barte SEC freisetzen. Eine Steigerung der NO-Produktion durch die HSC selbst könnte auf
benachbarte Zellen aktivierungshemmend wirken und so das Fortschreiten der Fibrosierung
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inhibieren.
Die Wirkung von Sorafenib ist möglicherweise in der frühen Zirrhose am stärksten und wird
neben der hemmenden Wirkung auf ERK und VEGF-R2 auch über eine Steigerung der NO-
Expression vermittelt. Die Ergebnisse der Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe ergaben,
dass durch die Behandlung mit Sorafenib während der Zirrhosebildung eine Reduktion von
NO in den Leberarterien ausgelöst wurde [87]. In Zusammenschau aller Ergebnisse zeigen
sich Unterschiede zwischen den Veränderungen innerhalb der Leberarterie und den zirrhoti-
schen HSC auf. Die Leberarterie dilatiert im Rahmen der Zirrhoseentwicklung, so dass dem
hypoxischen Gewebe der geschädigten Leber mehr Sauerstoff zugeführt wird. Diese Verän-
derung geht der Ausprägung des portalen Hochdrucks voraus. Eine Untersuchung der Ge-
fäße ergab ein Remodelling der Gefäßwände und eine Überexpression von Adenosin und NO
[86, 127]. Auslöser dieser Prozesse scheint die Hypoxie in der geschädigten Leber zu sein,
welche anhand einer erhöhten Konzentration des Hypoxie-induzierten Faktors 1α (HIF-1α)
nachgewiesen werden konnte [97]. Adenosin und NO führen vermutlich als Folge der Hypoxie
zur Dilatation der Leberarterie.
In den HSC löst Hypoxie die VEGF-Ausschüttung aus, die dann zur Aktivierung der Zellen
und der damit verbundenen Veränderung des Phänotyps führt [15, 47, 128]. Die HSC sind
nachfolgend in der Lage zu kontrahieren und somit die Sinusoide zu verengen, wodurch der
sinusoidale Blutfluss abnimmt [99]. Die Kontraktion der HSC in den Sinusoiden wird, neben
anderen Mechanismen [64], durch eine Überaktivierung der Rho-Kinase bedingt. Durch eine
Reduktion des verfügbaren NO könnte es zu einer verringerten Apoptose der aktivierten HSC
kommen, da NO eine apoptosefördernde Wirkung auf HSC haben soll [125]. Eine Steigerung
der NO-Expression könnte hier zur Reduktion des sinusoidalen Drucks führen.
Betrachtet man nun die Ergebnisse der Sorafenibbehandlung in der fortgeschrittenen Zirrhose
konnten im Gegensatz zur frühen Zirrhose keine Veränderungen der eNOS-Expression oder
Phosphorylierung festgestellt werden. Andererseits zeigen sich in der späten Zirrhose eine
verringerte VEGF-Expression und erhöhte VEGF-R2-Expression. Die Phosphorylierung der
ERK 2 zeigte sich, sowohl durch Behandlung mit 1,25, als auch durch 2,5 µg/ml Sorafenib
signifikant gesteigert. Ebenfalls wurde eine verstärkte ERK 1-Phosphorylierung beobachtet,
die jedoch nicht signifikant war. Da Sorafenib als Tyrosinkinase-Hemmer wirkt, war eine
Steigerung der ERK-Aktivität nicht zu erwarten. Eine mögliche Erklärung für diesen Effekt
könnte darin liegen, dass es durch Sorafenib auch zu stimulatorischen Wirkungen auf die
ERK-Aktivität kommt, wie es Zhang et al. anhand der Lungenkarzinom-Zelllinie A549 zeig-
ten [119].
Die Reduktion von VEGF durch Sorafenib in der fortgeschrittenen Zirrhose weist auf Un-
terschiede in der VEGF-Expression zwischen den einzelnen Zirrhosestadien hin. In den in
vivo Experimenten von Zhou et al. [104] wurde eine Reduktion der VEGF-Expression durch
Sorafenib nachgewiesen, wobei hier Mäuse mit einer durch CCl4-induzierten Zirrhose behan-
delt wurden und die Bestimmung des VEGF-Gehalts in der Gesamtleber erfolgte. Andere
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Studien, bei denen eine systemische Sorafenibtherapie erfolgte, zeigten ebenfalls eine Reduk-
tion der VEGF-Expression in der zirrhotischen Leber [17]. In einer Gruppe von Patienten
mit fortgeschrittenem HCC, die mit Sorafenib therapiert wurden, konnte eine Reduktion
der hepatischen VEGF mRNA von Pinter et al. [85] festgestellt werden. Die Reduktion der
VEGF mRNA korrelierte mit der Reduktion des portalen Hochdrucks. In den erwähnten
Studien erfolgte die Sorafenibanwendung stets bei einer bereits bestehenden Zirrhose. Dies
könnte dafür sprechen, dass eine VEGF-Hemmung durch die Anwendung von Sorafenib in
der etablierten Zirrhose möglich ist. Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
VEGF-Reduktion durch Sorafenib in den HSC vor allem in der späten Zirrhose eine Rolle
spielt. Möglicherweise besteht in den HSC eine insgesamt stärkere VEGF-Expression gegen-
über den HSC aus der frühen Zirrhose, auch wenn dies nicht signifikant in den vorliegenden
Ergebnissen gezeigt werden konnte.
Die Expression von VEGF-R2 wurde durch die Behandlung mit 2,5 µg/ml Sorafenib signifi-
kant gesteigert. Damit ist die Sorafenibwirkung auf den VEGF-R2 in pHSC der fortgeschrit-
tenen Zirrhose gegensätzlich zur Wirkung in der beginnenden Zirrhose. Sorafenib hemmt die
Aktivität des VEGF-R2, in dem es die Phosphorylierung verhindert. Durch eine Hemmung
der Aktivität könnte es in der fortgeschrittenen Zirrhose zu einer kompensatorischen Steige-
rung der Expression in den HSC kommen, wie es bereits bei den normalen HSC erläutert wur-
de. Ähnliche Effekte wurden bereits von Mao und Shao et al. [129] beschrieben, die zeigten,
dass Sorafenib in einer HCC-Tumorzelllinie eine Steigerung der VEGF-R2-Expression auslös-
te. Zusammengefasst ergeben sich bei der Untersuchung der HSC aus den unterschiedlichen
Zirrhosestadien neue Erkenntnisse. In der frühen Zirrhose zeigt sich eine eNOS-Steigerung
durch Sorafenib, die bis dato noch nicht nachgewiesen werden konnte. Außerdem konnte in
der frühen Zirrhose eine Reduktion des VEGF-R2 gezeigt werden. Zum anderen kam es nur
nach der Behandlung der pHSC aus der späten Zirrhose zu einer Reduktion der VEGF-
Expression und einer Steigerung der VEGF-R2-Expression, wobei es sich um entscheidende
Unterschiede zwischen beiden Zirrhosestadien handelt.

5.4 Sorafenib im Vorversuch

In der untersuchten Zelllinie HSZ-B-S1 wurde eine Steigerung der ERK-Expression durch
Sorafenib festgestellt. Die VEGF-R2-Expression wurde durch Sorafenib tendenziell erhöht,
jedoch nicht signifikant. Diese Ergebnisse ähneln den Ergebnissen der pHSC aus der Normal-
leber. Durch die hohen Dosen könnte es zu einer Stimulierung des ERK-Pathways kommen
[119]. In anderen Versuchen an Zelllinien mit ähnlichen Dosierungen war die ERK-Expression
unverändert [77]. Wang et al. verwendeten die humane LX-2-Zelllinie und die von der Ratte
stammende T6-Zelllinie. Die humane Zelllinie LX-2 ähnelt in ihrem Phänotyp aktivierten
pHSC sehr. HSC-T6 ähneln Fibroblasten und exprimieren typische Zytoskelettbestandteile
wie Desmin und Vimentin. Sie haben eine starke Proliferationsaktivität [130]. In der Un-
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tersuchung von Wang et al. zeigten sich zum Teil unterschiedliche Ergebnisse zwischen den
beiden Zelllinien, z.B. wurde der Zellzyklus bei den HSC-T6 durch Sorafenib wesentlich mehr
beeinflusst als bei den LX-2. Dies verdeutlicht, dass Zelllinien unterschiedlich auf eine So-
rafenibbehandlung reagieren. In der vorliegenden Studie wurden die HSZ-B-S1-Zellen nicht
mit PDGF vorbehandelt, denn die Zellen dieser Zelllinie sind bereits aktiviert. Es könnte da-
her sein, dass die Sorafenibbehandlung einen stimulatorischen Reiz auf die ERK-Expression
hatte, da zuvor keine Verstärkung der ERK-Aktivität durch PDGF-Gabe initiiert wurde.
Die Aktivität der ERK blieb in der vorliegenden Studie unter Sorafenib unverändert. Da
Sorafenib als VEGF-Rezeptor-Blocker fungiert, lässt sich postulieren, dass die Reduktion der
ERK-Aktivität nur dann zustande kommt, wenn tatsächliche eine Aktivierung durch VEGF
oder PDGF vorliegt.

5.5 Sorafenib und Sinusoidale Endothelzellen der Leber

Im Rahmen der Voruntersuchungen wurde auch eine Behandlung von TSEC, einer murinen
sinusoidalen Endothelzelllinie, durchgeführt. Auch in dieser Zelllinie wurde die Expression
von ERK, pERK, VEGF und VEGF-R2 unter Sorafenibbehandlung untersucht. Es konnte
eine verstärkte Phosphorylierung der ERK 1 unter 10 µg/ml Sorafenib festgestellt werden.
Eine signifikante Steigerung der ERK 2-Phosphorylierung konnte nicht nachgewiesen werden.
Eine mögliche Erklärung für diesen Effekt könnte die bereits erwähnte reaktive Aktivierung
durch sehr hohe Dosen Sorafenib darstellen [119]. Für den VEGF-R2 konnte eine signifikant
reduzierte Expression durch hohe Dosen Sorafenib festgestellt werden. Sorafenib hemmt die
Aktivität des Rezeptors. Im Fall der TSEC wurde auch die Expression reduziert, was für eine
starke Hemmung spricht. Auch wurde die Expression der eNOS und deren Phosphorylierung
in den TSEC untersucht. Die eNOS stellt ein sehr wichtiges Enzym in der SEC dar, da sie
die Generierung des vasoaktiven Stoffes NO katalysiert [43, 131]. Die vorliegenden Ergebnisse
zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen Kontroll- und Behandlungsgruppe bezüg-
lich eNOS-Expression und -Phosphorylierung. In der Zirrhose nimmt die Aktivität der eNOS
und somit die NO-Produktion in den SEC ab [41, 115, 116]. Dies beeinflusst auch andere
Zellpopulationen, z.B. die HSC, die dann schneller aktiviert werden [126]. Durch Sorafenib
konnte die eNOS-Expression erhöht werden, wie es in der vorliegenden Arbeit anhand von be-
ginnend zirrhotischen pHSC gezeigt wurde. In der TSEC-Zelllinie konnte keine Veränderung
der Expression nachgewiesen werden.

5.6 Vorversuch zur Ermittlung der praktikablen Sorafenibdosis

Die durchgeführten Vorversuche ergaben, dass für die Behandlung von hepatischen Sternzel-
len in der Zellkultur eine Sorafenibdosis von 2,5 µg/ml, was 5,39 µM entspricht, geeignet ist.
In einer vergleichbaren Studie an HSC-Zelllinien, bei der Dosierungen von 2,5, 5 und 10 µM
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eingesetzt wurden, zeigte sich ein annähernd proportionaler Abfall der Vitalität nach 24 h. In
dieser Studie wurden auch pHSC aus der Ratte behandelt, deren Vitalität durch 10 µM Sora-
fenib um 40 % reduziert wurde [77]. Hong et al. [132] zeigten anhand der LX-2-Zelllinie, die
sie mit 7,5 und 15 µM Sorafenib für 24 Stunden behandelten, eine Reduktion der Zellvitalität
um 70 % bei beiden Konzentrationen. In Zusammenschau dieser Erkenntnisse wurde mit den
Dosierungen 2,5, 5 und 10 µg/ml Sorafenib, was einer Konzentration von 5,39, 10,78 und 21,55
µM entspricht, begonnen. In der Studie von Geng et al. [76] erfolgte die Behandlung von LX-
2-Zellen mit 5, 10 und 20 µM über 12, 24, 36 und 48 Stunden. Darunter zeigte sich ebenso eine
abnehmende Zellvitalität mit zunehmender Sorafenibdosis und Einwirkdauer. Die Ergebnisse
in der humanen HSZ-B-S1-Zelllinie sind also durchaus mit denen in der ebenfalls humanen
LX-2-Zelllinie vergleichbar. In der HSZ-B-S1-Zelllinie wurde die Vitalität der Zellen durch
die geringste Dosis um einen tolerablen Wert reduziert (43%), so dass für den Hauptversuch
an primären HSC diese Dosierung, sowie zur Untersuchung der Dosisabhängigkeit auch die
halbe Dosis von 1,25 µg/ml, gewählt wurde. Diese Dosierung ist deutlich höher, als die von
Hennenberg et al. auf pHSC angewendete Dosis von max. 1 µM, wobei diese keine Verände-
rungen an der Morphologie und der Menge der Zellen auslöste [74]. Bei Wang et al. konnte
nach 24 stündiger Behandlung mit 2,5 µM Sorafenib eine Vitalität von 75 % und bei 5 µM von
60 % in pHSC nachgewiesen werden [77]. Die in der vorliegenden Studie auf primären HSC
angewendete Dosis von 1,25 und 2,5 µg/ml kommt diesen sehr nah. Signifikante Ergebnisse
wurden hauptsächlich mit der höheren Dosis festgestellt, was auf eine mögliche Cut-off-Dosis
hinweisen könnte. Die von Hennenberg et al. verwendete Dosis war möglicherweise zu niedrig,
um morphologische Veränderungen auszulösen, daher wurde in der vorliegenden Studie eine
höhere Dosis verwendet. Insgesamt scheint es schwierig den schmalen Dosisbereich zwischen
signifikanten Veränderungen der Proteinexpression und Toxizität zu finden. Bei den pHSC
konnte in der vorliegenden Arbeit keine Vitalitätsbestimmung durchgeführt werden, da die
Zellausbeute pro Versuchstier zu gering war.

5.7 Hinweise auf die Dosisabhängigkeit der Sorafenibwirkung

In dieser Arbeit wurden erstmalig pHSC aus der frühen und fortgeschrittenen Zirrhose in
vitro mit Sorafenib behandelt. Es konnte gezeigt werden, dass zirrhotische HSC Sorafenibdo-
sen von ca. 2,5 bis 5 µM tolerieren. Dies wurde bisher nur bei primären unbehandelten HSC
untersucht [133, 134]. In Abhängigkeit der Dosis zeigten sich zum Teil unterschiedliche Ef-
fekte auf die Proteinexpression. So wurden signifikante Effekte auf die VEGF-R2-Expression
in der frühen und fortgeschrittenen Zirrhose und auf die eNOS-Expression in der frühen
Zirrhose mit 2,5 µg/ml beobachtet. Wurde die halbe Dosis Sorafenib eingesetzt, kam es zu
keinem signifikanten Unterschied. Da hier nur eine höhere Dosis die gewünschten Effekte er-
zielen konnte, ist Sorafenib aufgrund seiner hohen Toxizität möglicherweise nicht als alleinige
antifibrotische Therapie geeignet. Für Patienten die aufgrund eines HCC bereits mit Sorafe-
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nib behandelt werden [84, 85], ist die antifibrotische Wirkung jedoch von Vorteil. Patienten
mit einem therapieresistenten portalen Hochdruck könnten möglicherweise von Sorafenib in
niedrigen Dosen in Kombination mit Propranolol profitieren [135].

5.8 Methodik der Experimente

In der vorliegenden Studie wurde die Leberzirrhose der Ratten mittels mehrwöchiger Inhala-
tion des hepatotoxischen Stoffes CCl4 induziert. Diese Methode ist seit vielen Jahren etabliert
[30, 86, 136, 137, 138] und zeichnet sich durch die besonders rasche Entwicklung einer Leber-
zirrhose aus [136]. Sie führt zu einer mikronodulären Zirrhose [137], die einer menschlichen
ethyltoxischen Leberzirrhose in einigen Eigenschaften ähnlich ist [139]. In Vorarbeiten un-
serer Arbeitsgruppe erwies sich diese Methode als effektiv. Eine Behandlungsdauer von 8
Wochen führte zu einer Zirrhose ohne portalen Hochdruck und eine Behandlung über 12-15
Wochen zu einer Zirrhose mit ausgeprägter portaler Hypertension und Aszites [97]. Um die
Effekte von Sorafenib auf die aktivierten pHSC zu untersuchen, wurden in der vorliegenden
Arbeit zirrhotische pHSC verwendet, mit der Intention die Verhältnisse in vivo möglichst
genau zu simulieren. Minicis et al. zeigten [140], dass es deutliche Unterschiede in der Gen-
expression von in vivo und in vitro aktivierten HSC gibt, weshalb eine in vitro Aktivierung
die Veränderungen in der fibrotischen bzw. zirrhotischen Leber vermutlich nicht ausreichend
wiedergeben kann. Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine der wenigen Studien,
in denen zirrhotische pHSC verwendet wurden [141]. Die Isolation der pHSC erfolgte nach
der durch Graupera et al. [90] etablierten Methode, die eine hohe Reinheit und Vitalität der
Zellen ermöglicht. Nach der Isolation erfolgte eine Kultivierung über 24 Stunden. Dieses Zei-
tintervall wurde ausgewählt, um ein Anheften der Zellen an den Untergrund zu ermöglichen
und andererseits eine durch die Kultur bedingte Veränderung der Zellmorphologie möglichst
gering zu halten. In anderen vergleichbaren Studien an pHSC wurden die Zellen in der Regel
über mindestens 5-7 Tage in Kultur gehalten [46, 142, 143] um eine in vitro Aktivierung
zu erreichen. Da in der vorliegenden Studie bereits aktivierte und morphologisch veränderte
HSC isoliert wurden, war eine weitere Veränderung durch die Kulturbedingung nicht ge-
wünscht. Eine noch kürzere Kulturdauer vor der Behandlung mit Sorafenib war aufgrund der
methodischen Gegebenheiten nicht möglich, da zur Trennung der HSC und Kupffer-Zellen
eine Anheftedauer von 24 Stunden eingehalten werden musste. Die Behandlung mit Sorafenib
erfolgte im Anschluss über 24 Stunden um einen Effekt auf die Proteinexpression der Zellen
auszulösen. Bei einer längeren Behandlung hätten kulturabhängige Veränderungen der HSC
einen zu großen Einfluss gehabt [144].
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5.9 Limitationen der Arbeit

Die Kultivierung der primären Sternzellen über 24 Stunden könnte möglicherweise zu Ver-
änderungen im vorhandenen Aktivierungszustand geführt haben, so dass auch hier keine
vollständige Abbildung des in vivo Zustandes möglich war, da sich die Zellen durch den
Kontakt zur Plastikunterlage weiter differenzierten. Jedoch sollten diese kulturabhängigen
Veränderungen durch die Verkürzung auf die minimale Dauer von 24 Stunden möglichst
gering gehalten werden. Es ist bekannt, dass die Umwandlung der Zellen in einen anderen
Phänotyp erst nach einigen Tagen abgeschlossen ist [144, 145].
Außerdem liegt eine mögliche Limitation der Arbeit darin, dass die Ermittlung der anzuwen-
denden Dosis nur in der Zelllinie erfolgt ist. Daher könnte es bei den primären Zellen zur
Anwendung von zu hohen Dosen gekommen sein, was die Verzerrung der Ergebnisse durch
vermehrte Apoptose der Zellen zur Folge gehabt haben könnte. Jedoch erscheint eine starke
Beeinflussung hier unwahrscheinlich, da die Ergebnisse größtenteils simultan zu denen in der
Zelllinie sind. Wenn sich hier eine Diskrepanz zeigte, dann am ehesten durch eine Überdosie-
rung von Sorafenib im Vorversuch.
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6 Zusammenfassung

Im Rahmen der Zirrhoseentstehung kommt es im Bereich der Lebersinusoide zu entschei-
denden Veränderungen in der Morphologie hepatischer Sternzellen (HSC). Diese fungieren in
ihrem aktivierten Zustand als zentrale Zellpopulation in der Zirrhoseentwicklung. In dieser
Arbeit wurden die HSC aus Ratten, denen mittels Tetrachlormethan (CCl4) eine Leberzir-
rhose induziert wurde, isoliert und im Anschluss mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib
behandelt. Dabei wurden ein frühes und ein fortgeschrittenes Zirrhosestadium unterschie-
den. Durch die Zirrhoseinduktion wurde die Expression des VEGF-Rezeptors 2 (VEGF-R2)
gesteigert, was für eine höhere Aktivität des VEGF-Pathways in den HSC spricht. Die Ef-
fekte der Sorafenibbehandlung zeigten sich abhängig vom vorliegenden Zirrhosestadium. In
der frühen Zirrhose löste die Behandlung mit Sorafenib eine Steigerung der eNOS-Expression
ohne Steigerung der eNOS-Phosphorylierung aus. Die Steigerung der Expression könnte zu
einem vermehrten Angebot an Stickstoffmonoxid (NO) führen und somit eine Reduktion des
intrahepatischen Gefäßwiderstandes nach sich ziehen. Zudem konnte in der frühen Zirrhose
die Expression von VEGF-R2 signifikant reduziert werden. Eine signifikante Wirkung von
Sorafenib auf die Expression von ERK 1/2, pERK 1/2 und VEGF zeigte sich in der begin-
nenden Zirrhose nicht. In der fortgeschrittenen Zirrhose bewirkte Sorafenib eine Reduktion
der VEGF-Expression bei simultaner Steigerung der VEGF-R2-Expression. Durch die Ver-
ringerung der Expression des VEGF kommt es zur Hemmung der Angiogenese, wodurch die
Bildung von irregulären Gefäßen in der Zirrhose gehemmt wird. Die Steigerung der Rezeptor-
expression könnte eine kompensatorische Reaktion auf die Hemmung durch Sorafenib sein.
Die Phosphorylierung der ERK 2 wurde durch die Sorafenibbehandlung signifikant gesteigert,
wobei es sich um eine reaktive Aktivierung handeln könnte. Im fortgeschrittenen Zirrhosesta-
dium hatte Sorafenib keinen Einfluss auf die Expression von ERK 1/2, eNOS und peNOS. Des
Weiteren wurden in dieser Arbeit die hepatische Sternzelllinie HSZ-B-S1 und die sinusoidale
Endothelzelllinie TSEC mit Sorafenib behandelt. Dabei zeigte sich unter der Behandlung der
Sternzelllinie eine signifikante Steigerung der ERK-Expression. Die Expression des VEGF-
Rezeptors zeigte sich nicht signifikant erhöht. Diese Expressionssteigerung könnte durch einen
inversen Effekt von Sorafenib ausgelöst worden sein. In der Endothelzelllinie wurde die Phos-
phorylierung der ERK unter der maximalen Sorafenibdosis gesteigert, was möglicherweise
durch eine erhöhte Apoptose ausgelöst wurde. Der VEGF-R2 wurde unter der maximalen
Sorafenibdosis gegenüber der Kontrolle reduziert. Dies könnte dafür sprechen, dass die anti-
fibrotische Wirkung von Sorafenib auch über eine Hemmung der sinusoidalen Endothelzellen
vermittelt wird. Zusammengefasst hat Sorafenib das Potential in verschiedenen Stadien der
Leberzirrhose einen Einfluss auf die Proteinexpression der HSC zu nehmen. Dabei scheint
der frühzeitige Einsatz besonders effektiv, da hier ein Effekt auf den intrahepatischen Ge-
fäßwiderstand und die portale Hypertension wahrscheinlich ist. In Kombinationstherapie mit
etablierten Medikamenten, wie unselektiven Beta-Blockern, könnte dies eine sinnvolle The-
rapieoption der Leberzirrhose darstellen.
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Thesen

1. Die Entwicklung der Leberzirrhose geht mit einer Aktivierung der hepatischen Stern-
zellen (HSC) einher, die morphologische Veränderungen nach sich zieht und die Zelle
in eine Myofibroblasten-ähnliche Zelle umwandelt.

2. Die Proteinexpression nicht-zirrhotischer und die aktivierter, zirrhotischer HSC unter-
scheidet sich, was z.B. an der VEGF-Pathway-Aktivierung im Rahmen der Zirrhose-
entwicklung ersichtlich wird.

3. Die Expression von ERK, pERK, VEGF, VEGF-R2, sowie von eNOS der nicht be-
handelten HSC aus der früher und der fortgeschrittenen Zirrhose unterscheidet sich
nicht.

4. Die 24-stündige in vitro Behandlung isolierter HSC (der nicht-zirrhotischen, der frühen
und der fortgeschritten zirrhotischen Leber) mit Sorafenib, führt zu messbaren Verän-
derungen der Proteinexpression von VEGF, VEGF-R2 und eNOS.

5. Die Wirkung von Sorafenib auf die HSC ist vom bestehenden Zirrhosestadium abhängig.

6. Im Stadium der frühen Leberzirrhose wird durch Sorafenib die Expression der eNOS in
den HSC gesteigert und die VEGF-R2-Expression reduziert.

7. Im Stadium der fortgeschrittenen Leberzirrhose hat die Sorafenibbehandlung der HSC
keinen Einfluss auf die Expression der eNOS, jedoch kommt es zu einer reduzierten
VEGF-Expression, die auf eine Hemmung der Angiogenese hindeuten könnte.

8. Die Behandlung mit Sorafenib zur Reduktion des intrahepatischen Gefäßwiderstandes
im frühen Stadium der Leberzirrhose stellt eine mögliche Therapieoption dar.
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Anlage

Tabellen

Tabelle 26: Geräte

Gerät Fabrikat Firma, Ort, Land

Brutschrank Hera Cell 150 Thermo, Bonn, Deutschland

Mikroskopkamera CAMEDIA C4040-ZOOM OLYMPUS, Hamburg,
Deutschland

Chemilumineszenzsystem Fusion FX Vilber, Eberhardzell, Deutsch-
land

Kältethermostat ecoline RE 104 LAUDA, Lauda-Königshofen,
Deutschland

Einschweißgeräte Folio Art. FS 3602 SEVERIN GmbH, Sundern,
Deutschland

Feinwaage CPA 224S Sartorius, Göttingen, Deutsch-
land

Entwicklerautomat Hyperprocessor Amersham Biosciences, Frei-
burg, Deutschland

Mikroplattenleser iMARK Microplate Reader BioRad, München, Deutschland

Kaltlichtquelle KL 1500 LCD SCHOTT AG, Mainz, Deutsch-
land

Kühlzentrifuge Biofuge fresco Heraeus, Hanau, Deutschland

Kühlzentrifuge Rotina 380 R Hettich, Bech, Schweiz

Magnetrührgerät MR 3001 K Heidolph Instruments, Schwa-
bach, Deutschland

Mikroskop OLYMPUS CK40-F200 OLYMPUS, Hamburg,
Deutschland

Elektrophoresekammer Mini Protean Tetra Cell BioRad, München, Deutschland

Mini-Zentrifuge MC6-Centrifuge SARSTEDT, Nümbrecht,
Deutschland

Peristaltikpumpe MCP IKA-Labortechnik, Staufen,
Deutschland

pH-Meter inoLab pH Level 2 WTW, Weilheim, Deutschland
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Pipetten Eppendorf Research Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

Pipettierhilfe PIPETBOY acu INTEGRA GmbH, Fernwald,
Deutschland

Spannungsgeber Powerpac HC BioRad, München, Deutschland

Sterilwerkbank Hera Safe Heraeus, Hanau, Deutschland

Spannungsgeber EPS 2A200 Hoefer, Holliston, MA, USA

Blot-Kammer TE22 Mighty Small Trans-
phor

Hoefer, Holliston, MA, USA

Thermoschüttler ThermoCell Mixing Block BIOER Technology, Hangzhou,
China

Waage CPA 2202S Sartorius, Göttingen, Deutsch-
land

Wasserbad WB 7 memmert, Schwabach, Deutsch-
land

Tabelle 28: Chemikalien

Chemikalie Firma, Ort, Land

2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Agarose peqlab, Erlangen, Deutschland

Amoniumperoxidisulfat Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Bromphenolblau-Na-Salz MERCK, Darmstadt, Deutschland

CaCl2xH2O MERCK, Darmstadt, Deutschland

Carbon Tetrachlorid Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

D-Glucose MERCK, Darmstadt, Deutschland

DMSO Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

DNase I Roche, Grenzach-Whylen, Deutschland

DTT Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land
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EDTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

EGTA Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Essigsäure (Eisessig) MERCK, Darmstadt, Deutschland

Ethanol absolute Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Glycerol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Glycin SERVA Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg, Deutschland

H2O2 Universitätsapotheke, Halle, Deutschland

Heparin Rotex Medica, Trittau, Deutschland

Isofluran Abbott, Wiesbaden, Deutschland

KCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

KH2PO4 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Kollagenase A Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

Luminol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Methanol Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

MgCl2 MERCK, Darmstadt, Deutschland

MgCl2x6H2O Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

MgSO4 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Milchpulver TSI, Zeven, Deutschland

Na2HPO4 MERCK, Darmstadt, Deutschland

Na4P2O7 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

NaCl Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

NaF Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

NaHCO2 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land
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Narcoren MERIAL GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland

Na3VO4 Applichem, Darmstadt, Deutschland

Parahydroxycumarinsäure Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

PBS Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Phenobarbital Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Phosphatase Inhibitor Cocktail 2 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Protease Inhibitor Cocktail tablets Roche, Grenzach-Wyhlen, Deutschland

PMFS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Polyacrylamid SERVA Electrophoresis GmbH, Heidel-
berg,Deutschland

Ponceau S MERCK, Darmstadt, Deutschland

SDS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Sorafenib BAYER AG, Leverkusen, Deutschland

TEMED Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

TRIS Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Triton X-100 Alfa Aesar, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land
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Tabelle 30: Verbrauchsmaterialien

Material Firma, Ort, Land

3MM-Papier Whatman, Dassel, Deutschland

Entsorgungsbeutel Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Fäden 3/0 Polyester-S grün Catgut GmbH, Markneukirchen,
Deutschland

Falcon Cell Strainer 100 µl Nailon BD, Heidelberg, Deutschland

Falcon Tubes (15 und 50 ml) BD, Heidelberg, Deutschland

Venenverweilkanüle Optiva 2 22G Smith Medical International, Rosendale,
GB

Frischhaltefolie Sarogold, Rorschacherberg, Schweiz

Hyperfilm ECL Amersham Biosciences, Freiburg,
Deutschland

Mullkompressen steril Fuhrmann, Much, Deutschland

Pipettenspitzen Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

PVDF-Membran Immobilion P Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutsch-
land

Reaktionsgefäße (1,5 ml) Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

serologische Pipetten steril (5 und 10ml) greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

serologische Pipetten unsteril (5 und 10ml) greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Zellkulturtestplatten (6 und 96-Wells) TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturschalen (10cm) TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellschaber TPP, Trasadingen, Deutschland
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