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1. Einleitung

1. Einleitung
1.1 Die menschliche Leber

1.1.1 Makro- und mikroskopische Morphologie der Leber

Die Leber eines gesunden Erwachsenen wiegt zwischen 1200 und 1500 g und ist im
rechten Oberbauch lokalisiert. Hier liegt sie dem Zwerchfell von unten an. Strukturell
gliedert sie sich in den Lobus dexter und sinister, sowie die beiden kleineren Lobi
quadratus und caudatus. Durch Blutgefal3e, die durch die Leber ziehen, teilen sich die-
se vier Lappen nochmals in insgesamt acht Segmente auf. Die Leber ist ein reich
durchblutetes Organ und erhilt ca. 25% des Herz-Minuten-Volumens. Dieses Blut
stammt aus zwei Stromgebieten: 25% arterielles Blut, liber die Arteria hepatica aus
dem Truncus coeliacus und 75% venodses Blut, das hauptsidchlich aus dem Gastrointe-
stinaltrakt stammt und in die Leber iiber die Pfortader flieBt. Der vendse Abfluss ist di-
rekt in die Vena cava inferior gewédhrleistet. Zentrale Ein- und Austrittsstelle fiir Gefa-
Be ist die Leberpforte. Durch sie ziehen die Arteria hepatica propria, die Vena portae,
sowie der Ductus choledochus [Lippert, 2006, S.322ff; Renz-Polster et al., 2008,
S.6571f].

Hepatozyten, Kupffer-Zellen und hepatischen Sternzellen (Ito-Zellen) stellen die le-
berspezifischen Zellen

dar. Hepatozyten sind Periportalfeld

mehrkernige, polar an-

geordnete Epithelzellen

mit einem Durchmesser

S

den die anatomische Arteriovenoser Blutfluss

Gallefluss

von ca. 25 um. Sie bil-

Baueinheit des Organs,

die ca. 1-1,5 Millionen

Vena centralis

Abbildung 1 Mikroskopische Leberarchitektur — anatomisch, nach
Welsch Lehrbuch Histologie, 2006, S.391

Leberldppchen, und
damit das Leberparen-
chym aus (Abbildung 1). Im Zentrum eines solchen oft hexagonférmigen Léppchens
befindet sich ein Blutgefd3: die Vena centralis. Jeweils drei Leberldppchen umschlie-

Ben an ihrem Beriihrungspunkt das sog. Periportalfeld, mit der Glisson-Trias aus Pfor-



1. Einleitung

taderast, kleiner Arterie und Gallengang. Durchzogen werden die Léppchen von den
Sinusoiden, die liickenhaft von Endothelzellen ausgekleidete BlutgefdBle darstellen.
Durch sie stromt arterio-vendses Mischblut aus den Periportalfeldern in die Vena cen-
tralis. In entgegen gesetzter Richtung fliet von den Hepatozyten produzierte Galle in
Gallekanédlchen und miindet im Periportalfeld in die groBeren Gallengénge. Zwischen
den Gallekanélchen und den Sinusoiden liegen die Hepatozyten, wobei noch eine
schmale Liicke zwischen ihnen und den Endothelzellen der Sinusoide besteht: der dem
Stoffaustausch dienende Disse-Raum. Entsprechend der entgegen gesetzten Blut- und
Gallestrome gliedert sich die Leber in funktioneller Hinsicht nicht in Lappchen, son-
dern in die so genannten Azini. Dabei entspricht ein Azinus der Raute zwischen zwei
Periportalfeldern und zwei Zentralvenen (Abbildung 2). Diese Einteilung ist wichtig
fiir das Verstindnis des typischen Schidigungsmusters der Leber: In der Achse zwi-
schen den Periportalfeldern herrscht hohes Sauerstoff- aber auch hohes Substratange-
bot. Daher birgt dieser Bereich eine Anfilligkeit gegeniiber Toxinen. Die Region um
die Zentralvenen

in den Spitzen der

\ Raute erhélt nur
noch wenig

Sauerstoff und ist

Azinus deswegen
Sauerstoflonzentration ¥ Substratangebot % weniger  durch

Hohes Substrat- und Sauerstoffangebot Toxine, als durch

Sauerstoffkonzentration % Substratangebot ¥ HypOXIG

gefdhrdet. Die

Abbildung 2 Mikroskopische Leberarchitektur — funktionell, nach Welsch _
Lehrbuch Histologie, 2006, S. 391 Kupffer-Zellen

sind als Teil des
Monozyten-Makrophagen-Systems anzusehen und liegen in der Wand der Sinusoide.
Ito-Zellen sind fibroblastendhnliche, sternformige Zellen im Disse-Raum. Im Ruhezu-
stand dienen sie als Vitamin A-Speicher. Werden sie im Rahmen pathologischer Vor-
ginge aktiviert, sind sie wesentlich fiir die Fibrogenese der Leber verantwortlich

[Welsch, 2006, S.387ff; Rentz-Polster et al., 2008, S.657ff].
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1.1.2  Funktion der Leber
Die Funktion der Leber ist vielschichtig und fiir den Organismus lebenswichtig. Im
Néhr- und Energiestoffwechsel trdgt sie eine zentrale Rolle. So ist sie mit der Glyko-
lyse, Gluconeogenese und Glykogensynthese wesentlich an der Blutzuckerregulation
beteiligt, beherbergt den Abbau- und Syntheseort fast aller Proteine (Albumin, Gerin-
nungsfaktoren, akute Phase Proteine, Transportproteine, etc.) und steuert mit der Auf-
nahme und Abgabe von Lipoproteinen, sowie der Fettsduresynthese und Lipolyse den
Fettstoffwechsel. Mit der Galleproduktion ermdglicht sie iiberhaupt erst die Fettver-
dauung. Sie ist auch wesentliches Speicherorgan vieler Stoffe. Im Schnitt finden sich
in einer humanen Leber 80 g eingespeichertes Glykogen, ferner Fette in Form von
Triglyceriden und die Vitamine A, E, B, und D. Fiir Vitamin D stellt die Leber zu-
dem eine wichtige Station in der endogenen Synthese dar. Ein weiteres Aufgabenge-
biet erstreckt sich iiber die Biotransformation ausscheidungspflichtiger Substanzen.
Hier fungiert die Leber als Filterstation der Blutstrombahn. Durch chemische Reaktio-
nen werden hydrophobe, toxische Stoffe in wasserldslichen Zustand gebracht und der
Ausscheidung iiber Galle oder Niere zugefiihrt. Neben der Entgiftung dienen diese
Reaktionen aber auch der Aktivierung oder Inaktivierung endogener Hormone. Auch
der Sdure-Base-Haushalt bendtigt das einwandfreie Funktionieren der Leber. Im Harn-
stoffzyklus wird basisches Bikarbonat verbraucht. Durch eine Drosselung der Harn-
stoffsynthese kann dieses im Rahmen einer Azidose als Puffer verwendet werden. Zu-
letzt ist noch die immunologische Funktion aufzufiihren, die der Leber aufgrund resi-
denter Makrophagen, der Synthese von Komplementfaktoren und akute Phase Protei-
nen zukommt. Angesichts der engen Einbindung der Leber in diese Vielzahl von Auf-
gaben ist es unschwer zu erahnen, dass eine Lebererkrankung einerseits durch viele
Faktoren bedingt sein kann, andererseits aber auch massive Auswirkungen fiir den Ge-

samtorganismus mit sich bringt [Rentz-Polster et al., 2008, S.6571f].

1.1.3 Die Leberzirrhose
Die Entstehung einer Zirrhose ist gemeinsamer Endpunkt einer Reihe von Erkrankun-
gen und nimmt in ihrer Haufigkeit zu. Jahrlich versterben ca. 30 von 100.000 Einwoh-
nern in Deutschland an den Folgen einer Leberzirrhose [Rentz-Polster et al., S.708].
Die héufigsten Erkrankungen, die zur Ausbildung einer Zirrhose flihren, sind das me-

tabolische Syndrom, Virushepatitiden und Alkoholabusus. Sie sind als chronische No-
3



1. Einleitung

xen fiir Hepatozyten anzusehen und bedingen oder fordern die Entstehung eines Un-
gleichgewichts im hepatischen Fettstoffwechsel. Einerseits werden vermehrt LDL-
Partikel und Chylomikronen aufgenommen, sowie Fett eingespeichert, andererseits
nimmt gleichzeitig die VLDL-Ausschleusung in die Peripherie ab, so dass es zu einer
progressiven Verfettung der Hepatozyten kommt. Je nach deren Ausmal spricht man
entweder von einer einfachen Leberverfettung (mindestens 5% der Hepatozyten), oder
von einer Fettleber bzw. Steatosis hepatis, wenn mindestens 50% der Hepatozyten ver-
fettet sind. Eine solche Fettleber wird in Abhéngigkeit ihrer Genese als NASH (nicht
alkoholische Steatosis hepatis) oder ASH (alkoholische Steatosis hepatis) bezeichnet
und ist in ihren morphologischen Verédnderungen noch reversibel. Eine Fettleber ist
jedoch sehr sensibel gegeniiber jedem schidigenden Einfluss. So konnen z.B. gene-
tisch bedingte Storungen im Cytochrom P450 oder Darmbakterientoxine zu Entziin-
dungsvorgingen fiihren und damit die Entstehung einer Fettleberhepatitis bewirken.
Diese wiederum birgt ein sechsfach erhohtes Risiko fiir die Entstehung einer Zirrhose.
Gekennzeichnet ist diese pathologische Verdnderung des Leberparenchyms durch eine
progrediente Bindegewebsvermehrung, induziert durch eine TGF-f vermittelte Steige-

rung der Fibroblastenaktivitdt (Abbildung 3).

Gerinnungssystem

++

l Blutbahn

Monozyten/
Makrophagen

Bindegewebssynthese

Abbildung 3 Entstehung der Zirrhose, nach Rentz-Polster et al., 2008, S.666; Bilder aus
http://www .servier.com/Smart/ImageBank.aspx?id =729 (abgerufen am 30.1.2013)

Durch die vermehrte Bindegewebssynthese kommt es im Rahmen der Zirrhose zur

fortschreitenden Destruktion der urspriinglichen Architektur mit Parenchymverlust

4
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und GefaBzerstorung, sowie einer Verhdrtung des Gesamtorgans, mit Zunahme des in-
travasalen Widerstandes. Sichtbar werden diese Vorgédnge in der Serumdiagnostik: In-
itial steigen, bedingt durch Zellschidigungen, die Transaminasen ASAT (GOT) und
ALAT (GPT) an. Mit fortschreitendem Zellverlust sinken diese Parameter bis auf
Werte unterhalb des physiologischen Zustands ab. Morphologisches Korrelat der Zir-
rhose sind Regeneratknoten, porto-kavale oder porto-zentrale Septierungen sowie
Pseudolobuli mit randstdndiger Vena centralis (siche 4.3.4, Abbildung 12-16). Die
vom Patienten spiirbaren Symptome sind zunichst Resultat einer gestorten Leberfunk-
tion: Als Folge einer massiv eingeschrankten Eiweiflsynthese und der daraus resultie-
renden Abnahme des intravasalen onkotischen Drucks, wird freie Fliissigkeit ins Inter-
stitium geschwemmt, es entsteht Aszites. Der Eiweilmangel fithrt auch zu Gerin-
nungsstorungen, da wichtige Bestandteile der Gerinnungskaskade (Protein C und S)
fehlen und die Carboxylierung Vitamin K-abhdngiger Gerinnungsfaktoren vermindert
ist. Neben Stérungen der Proteinbiosynthese treten auch hormonelle Storungen auf,
die beim Mann eine Hodenatrophie oder Gynékomastie, bei der Frau Menstruations-
storungen bis hin zur sekundidren Amenorrhoe bedingen kdnnen. Andererseits leidet
der Zirrhosepatient unter einer portalen Hypertension: Der fibrotische Umbau destru-
iert die urspriingliche Blutstrombahn durch die Leber und verhértet das gesamte Or-
gan. So entsteht iliber eine Widerstandserhdhung ein Druckanstieg im prahepatischen
Kreislauf. Als Folge bilden sich Umgehungskreisldufe, aus denen es, v.a. bei Osopha-
gusvarizen, lebensbedrohlich bluten kann. Je ldnger eine Zirrhose besteht, desto hoher
wird die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Spatkomplikationen: Ca. 80% der
hepatozelluldren Karzinome fuBlen auf einer Zirrhose [Biihling et al., 2008, S.272].
Die gestorte Elimination von Ammoniak fiihrt zur Anreicherung von Ammoniumio-
nen im Gehirn, Storung der Blut-Hirn-Schranke und konsekutiven neurologischen
Verdnderungen im Sinne einer hepatischen Enzephalopathie. Wird die Zirrhose nicht

behandelt, fiihrt sie frither oder spiter zum Tod des Patienten [Rentz-Polster et al.,

2008, S. 662ff, S.708ff; Herold et al., 2010, S. 520f; Biihling et al., 2008, S. 271f].

Viele Arbeiten haben zudem gezeigt, dass eine chronische Lebererkrankung oft mit
einer strukturellen Schidigung des kndchernen Skeletts verkniipft ist [Angulo et al.,
2010; Collier, 2007; Diamond et al., 1990] und sich diese umso ausgeprigter darstellt,
je langer die Schéadigung der Leber schon besteht [Guaniabens et al., 2010]. Lopez-

Larramona et al. fassten zusammen, dass zwischen 13 und 60% der Patienten mit

5
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chronischer Cholestase an Osteoporose leiden. Bei Patienten mit chronischer Virushe-
patitis sind es 20% und bei viraler Zirrhose sogar 55% [Lopez-Larramona et al.,
2011]. Andere Autoren sprechen von einem Anteil Osteoporosekranker an sdmtlichen
Patienten mit chronischer Lebererkrankung von 50% [Luxon et al., 2011] oder sogar
von 51,5%, wenn die Ursache der Leberschidigung eine PBC ist [Mounach et al.,
2008].

1.2 Der menschliche Knochen

1.2.1 Makro- und mikroskopische Morphologie des Knochens
Je nach Alter besitzt der Mensch zwischen 300 (Kindesalter) und ca. 206 (Senium)
Knochen. Jeder Knochen besteht aus einem harten Mantel, der Compacta, iiberzogen
mit Periost und bildet in seinem Inneren den Spongiosaraum aus, ein feines Trabekel-
werk aus Knochenbélkchen. Dieser ist, je nach Knochen und Alter des Menschen,
entweder mit blutbildendem roten oder fetthaltigem gelben Knochenmark gefiillt.
Ausgekleidet ist der Spongiosaraum von einer Schicht aus Knochendeckzellen, den so
genannten bone lining cells. Die Trabekel verzweigen sich entlang der Richtung der
groBten mechanischen Beanspruchung. Dank dieser Architektur wird hohe mechani-
sche Belastbarkeit mit maximaler Gewichtsreduktion im Sinne der Leichtbauweise

vereint [Lippert, 2006, S.32ff; Welsch, 2006, S. 135].

Das Gewebe ,,Knochen* besteht aus extrazelluldrer Matrix, sowie knochenspezifi-
schen Zellen (Abbildung 4). Die Zusammensetzung der Matrix ldsst sich in zwei
Komponenten gliedern: Zwei Drittel entfallen auf mineralische Hartsubstanz, haupt-
sdchlich in Form von Calciumhydroxylapatit (Cas[PO4];OH). Ein Drittel besteht aus
organischen Bestandteilen, dem Osteoid, wobei davon Typ I Kollagen iiber 90% aus-
macht. Die {librigen ca. 10% setzen sich aus Proteoglykanen und knochenspezifischen
Proteinen wie Osteopontin, Osteonectin und Osteocalcin oder der alkalischen Kno-
chenphosphatase zusammen. In geringer Menge sind iiberdies inaktive Formen von
Wachstumsfaktoren (z.B. TGF-f) in die Matrix eingemauert und spielen im Knochen-

stoffwechsel eine Rolle.
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Abbildung 4 Aufbau des Knochens, nach Deetjen et al., 2005, S.188ff; Bilder aus
http://www.servier.de/medicalart/knochenstruktur/?catSelect=5 (abgerufen am 31.1.2013)

Die knochenspezifischen Zellen sind hauptsédchlich Osteoblasten, Osteoklasten und die
als ausgereifte Osteoblasten anzusehenden Osteozyten. Die Entwicklung der Osteobla-
sten geht auf mesenchymale Stammzellen zuriick. Aus ihnen entwickeln sich Osteo-
progenitorzellen. Diese kdnnen sich weiter zu Osteoblasten differenzieren und stellen
dann kubisch bis prismatische, liber Nexus miteinander verbundene Zellen dar. Osteo-
blasten verfiigen iiber eine Vielzahl von Rezeptoren fiir Hormone, Vitamine und Zy-
tokine, iiber die ihre Aktivitét reguliert wird. So induziert Parathormon beispielsweise
ihre Reifung. Die Funktion der Osteoblasten findet sich hauptsdchlich im Knochen-
aufbau. Unter Sauerstoff- und Vitamin C-Verbrauch synthetisieren sie Kollagen I und
bilden damit die Basis des organischen Osteoids. Auch die restlichen Komponenten
des Osteoids wie Proteine, Proteoglykane und Wachstumstfaktoren wie TGF-f3;.3, eini-
ge BMP-Typen oder Insulin-like growth factor I/Il werden groBtenteils von Osteobla-
sten freigesetzt. Aber auch im Knochenabbau spielen Osteoblasten eine Rolle, indem
sie, Uiber den Abbau von Knochenmatrix bedeckendem Osteoid, den Osteoklasten den
Weg bahnen. Schlielich mauern sich manche Osteoblasten in der extrazelluldren Ma-
trix ein und werden so zu Osteozyten. Andernfalls gehen sie durch Apoptose, bei-
spielsweise unter Vermittlung von Sclerostin, zugrunde [Deetjen et al., 2005, S.188ff;

Welsch, 2006, S.135f; Poole et al., 2005].
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Osteoklasten differenzieren sich aus Vorlduferzellen, die in enger Verwandtschaft zur
Monozyten-Makrophagen-Reihe stehen und ihren Ursprung im Knochenmark haben.
Die Differenzierung unterliegt einer Regulation durch Vitamin D. Osteoklasten sind
mehr- bis vielkernige Zellen und finden sich auf der Knochenoberfldche in den Hows-
hip Lakunen. Thre Funktion ist der Abbau von Knochensubstanz. Dazu ist eine Anhef-
tung an die Knochenmatrix nétig, die v.a. im Randbereich der Zelle iiber Integrine an
Osteopontin erfolgt. So entsteht eine Art ringformige Versiegelungszone um die Zelle
herum, in deren Inneren der Osteoklast einen Faltensaum ausbildet. Dies ist der Ort
der Knochenresorption. Osteoklasten besitzen eine Carboanhydrase, proteolytische
Enzyme sowie eine ATP abhdngige Protonenpumpe, die auf die Resorptionszone ge-
richtet ist. Aktive Zellen sezernieren auf diese Weise Protonen in die Howship Lakune
und senken damit dort den pH-Wert auf ca. 4,5. In dem so entstehenden sauren Milieu
16st sich zundchst die Mineralisierung der Matrix auf, anschlieBend bauen die proteo-
lytischen Enzyme das Osteoid ab. Alle Osteoklasten unterliegen in ithrem Wechsel
zwischen Ruhe- und Aktivititsphase einem Regelkreis. So fordern beispielsweise
Osteoprotegerin und PGE, aus Osteoblasten ihre Aktivitdt, Calcitonin aus den C-
Zellen der Schilddriise hemmt sie. Andererseits werden bei der Resorption von Kno-
chenmatrix auch eingemauerte Wachstumsfaktoren freigesetzt und durch saure Hydro-
lyse aktiviert. Sie dienen als Chemotaxine fiir Osteoprogenitorzellen und wirken damit
forderlich auf die Neubildung und Differenzierung von Osteoblasten [Deetjen et al.,

2005, S.188ff; Welsch, 2006, S.136ft].

Bei den Osteozyten handelt es sich um in die Knochenmatrix eingemauerte Osteobla-
sten. Sie bilden eine Reihe von Fortsétzen aus, liber die sie mit benachbarten Osteozy-
ten und an der Knochenoberfliche lokalisierten Osteoblasten verbunden sind. So ent-
steht ein enges Netzwerk, das einen Stofftransport — vor allem fiir Elektrolyte — von
perivaskuldr gelegenen Osteoblasten hin zu den Osteozyten ermdglicht und deren
Uberleben gewihrleistet. Uber die Funktion der Osteozyten wird diskutiert. Eine Be-
teiligung im Matrixumbau oder eine Rolle als Signalgeber iiber die Reparaturbediirf-
tigkeit des Knochens ist moglich [Welsch, 2006, S.136]. Auflerdem begrenzen sie die
Osteoblastenaktivitdt durch Freisetzung des inhibitorisch wirkenden Sclerostins [Poole

et al., 2005; Li et al., 2005].
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1.2.2  Funktion des Knochens
Knochen haben im wesentlichen Stiitz- und Gertiistfunktion. Dariiber hinaus schiitzen
sie innere Organe und beherbergen mit dem Markraum den Ort der Himatopoese. Au-
Berdem hat der Knochen einen hohen Stellenwert im Elektrolythaushalt. Neben Ma-
gnesium, Phosphor und Natrium ist es vor allem Calcium, das je nach Stoffwechsella-
ge im Knochen gespeichert oder bei Bedarf ins Blut abgegeben wird. Der Knochen
fungiert dabei als grofiter Calciumspeicher des Organismus. Damit diese wichtige Rol-
le fiir den Gesamtorganismus wahrgenommen werden kann, ist eine gute Durchblu-
tung ndtig. So erhalten Rohrenknochen pro Minute ca. 4-12 ml Blut/ 100 g Gewebe.
Fiir das gesamte menschliche Skelett (etwa 7 kg) ergibt sich somit ein Volumen von
mehreren hundert Millilitern Blut pro Minute [Deetjen et al., 2005, S.191]. Damit wird
deutlich, wie schnell Veranderungen am Knochen durch Freisetzung entsprechender

Stoffe systemisch nachweisbar und bedeutsam werden konnen.

1.2.3  Auf- und Umbau des Knochens: Das Modeling
Das menschliche Skelett muss sich zeitlebens an sich dndernde biomechanische Bela-
stungen adaptieren. Dies geschieht durch Umbauprozesse, die aufgrund des permanen-
ten Auf- und Abbaus von Knochensubstanz auch als Modeling bezeichnet werden. Die
fiir das Modeling nétige enge Interaktion zwischen Osteoklasten und Osteoblasten
wird iiber Zytokine ermoglicht und durch fein aufeinander abgestimmte Regelkreise
positiven wie negativen Feedbacks reguliert. Zentrale Rolle spielt hier die
OPG/RANKL-Achse [Keck et al., 2003]. Der RANK-Ligand (Receptor Activator of
NF-xB Ligand) gehort zur Familie der Tumornekrosefaktoren (TNF) und ist in vielen
Geweben (z.B. Lunge, Herz- und Skelettmuskel) in unterschiedlich hoher Konzentra-
tion nachweisbar. Im Knochen und Knochenmark ist seine Konzentration besonders
hoch [Keck et al., 2003]. Hier wird er aus Osteoblasten freigesetzt, der Zielrezeptor
RANK findet sich auf der Osteoklastenoberfliche (Abbildung 5). Als RANKL zéhlt
z.B. auch der aus Entziindungszellen stammende Tumornekrosefaktor o (TNFa). Uber
die Bindung von RANKL an seinen Rezeptor werden Osteoklasten-fordernde Signale
iibertragen: Die Differenzierung aus Vorlduferzellen, Aktivierung reifer Osteoklasten
und Hemmung einer frithzeitigen Apoptose. Im Rahmen der Osteoklastentétigkeit
werden im Knochen eingemauerte Wachstumsfaktoren freigesetzt, die wiederum sti-

mulierend auf Osteoblasten wirken. Stimulierte Osteoblasten setzen daraufthin ver-
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schiedene Proteine frei, die ihrerseits fiir die Interaktion der Zellen im Knochenstoft-
wechsel wichtig sind. Dazu gehort Osteopontin, Osteonectin, Osteocalcin und Osteo-
protegerin. Osteopontin und Osteonectin werden aber auch in anderen Geweben gebil-
det und spielen z.B. im Fibrosierungsprozess der Leber eine Rolle [Patouraux et al.,
2012; Xiao et al., 2012; Blazejewski et al., 1997; Frizell et al., 1995]. Das freigesetzte
Osteoprotegerin unterbricht den RANK-Signalweg zwischen Osteoblasten und Oste-
oklasten, indem es an RANKL bindet und so den Regelkreis iiber ein negatives Feed-
back schliefit [Deetjen et al., 2005, S.194; Keck et al., 2003]. Eine Storung dieser Ach-
se fithrt zu Veriinderungen im Knochenstoffwechsel mit Uberwiegen entweder des
Knochenauf- oder Knochenabbaus. Zu solch einer Stérung fiihrt beispielsweise eine
Verdnderung der TGF-B-Konzentration. Hohe Konzentrationen von TGF-f; gehen mit

erhohter Konzentration von RANKL-mRNA und verringerter Konzentration von

OPG-mRNA in Osteoblasten einher [Jurado et al., 2010].

Osteopontin
Osteonectin

Osteocalcin

Osteoblasten

o T
°o__/~

Knochen

Wachstumsfaktoren <

®e

Abbildung 5 RANKL-Signalweg und Interaktion zwischen Osteoklasten und Osteoblasten, vereinfacht aus
Keck et al., 2003; Bilder aus http://www.servier.de/medicalart/knochenstruktur/?catSelect=5 (abgerufen am
15.1.2013)

1.2.4  Frakturheilung und Regeneration
Frakturen sind meist traumatisch bedingt, kénnen aber auch Folge von Uberlastung
oder, als pathologische Fraktur, Ausdruck einer Grunderkrankung wie der Osteoporo-
se sein. Beim gesunden Menschen heilt eine Fraktur meist folgenlos aus, wobei man
primdre und sekundére Frakturheilung unterscheiden muss. Voraussetzung fiir die
primdre Frakturheilung ist der direkte Kontakt der Bruchenden zueinander. Besteht
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dieser Kontakt, so sprieen Osteone von der einen Bruchfldche in die andere ein und
der Frakturspalt schlieBt sich. Bei der sekundédren Frakturheilung ist der Spalt groBer,
so dass kein direkter Kontakt zwischen den Frakturstiicken besteht. In diesem Fall bil-
det sich eine zunichst bindegewebige, spéter knocherne Manschette — der sog. Kallus
— um die Bruchstelle. Im Rahmen von Umbauprozessen entwickelt sich aus diesem
dann endgiiltiger Knochen. Die Heilungszeit hangt neben dem AusmaR des urspriing-
lichen Traumas auch von der Art des Knochens ab. So heilt ein gebrochener Finger
meist innerhalb von 3 Wochen, wohingegen eine Wirbelkorperfraktur, hdufige Kom-
plikation der Osteoporose, 12-14 Wochen zur vollstindigen Heilung bendtigt. Besteht
eine Grunderkrankung des Knochenstoffwechsels so treten Frakturen einerseits ge-
hduft auf, andererseits ist auch ihre Heilung komplikationstrachtig und eingeschréankt

[Biihling et al., 2008, S.470; Miiller M. et al., 2010, S.341; Welsch, 2006, S.131 ff].

1.2.5 Die Osteoporose

Die Osteoporose stellt die ,,hdufigste metabolische Knochenerkrankung® in den Indu-
strienationen dar [Rentz-Polster et al., 2008, S.805]. Sie ist gekennzeichnet durch ei-
nen iiberproportional schnell fortschreitenden Schwund trabekuldrer und kortikaler
Knochenmasse iiber die alterstypische Norm hinaus. Dabei handelt es sich um einen in
Stadien ablaufenden Prozess, beginnend mit der Vorstufe Osteopenie. In Deutschland
leben ca. 5 Mio. Osteoporosekranke, davon viermal mehr Frauen als Ménner. Im
Durchschnitt erkrankt jede dritte Frau im Laufe ihres Lebens an Osteoporose. Die Ri-
sikofaktoren sind mannigfaltig: Fiir beide Geschlechter gelten, neben hoherem Alter
und positiver Familienanamnese, Nikotin- und Alkoholabusus, Bewegungsmangel,
Malnutrition — mit konsekutivem Vitamin D- und Calciummangel — oder Anorexie als
pradisponierend fiir die Erkrankung. Speziell bei Frauen ist es aber eine iiber das Le-
ben betrachtete zu kurze Exposition gegeniiber endogenem Ostrogen im Sinne einer
spiaten Menarche bzw. frithen Menopause [Miiller M. et al., 2010, S.400; Biihling et
al., 2008, S.465f; Rentz-Polster et al., 2008, S. 805ff].

Entsprechend ihrer Atiologie unterteilt man die Osteoporose in eine primire und eine
sekundire Form. Die sekunddre Osteoporose ist Ausdruck von Grunderkrankungen
wie Hyperthyreose und Knochenmetastasen oder durch medikamentdse Behandlung
herbeigefiihrt, z.B. durch langjihrige Cortisontherapie mit Uberschreitung der Cu-

shing-Schwelle. Die Ursache der primiren Osteoporose findet sich hingegen von Be-
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ginn an im Knochenstoffwechsel. Man unterscheidet nochmals die primére Typ I- von
der primdren Typ II-Osteoporose. Betroffen vom Typ I sind hauptsdchlich Frauen.
Dies ist auf die kontinuierliche Abnahme der Sexualhormonproduktion mit Beginn der
Menopause zuriickzufiihren. Sexualhormone haben physiologischer Weise, iiber die
Inhibition von IL-6, einen hemmenden Einfluss auf die Osteoklastogenese, sodass mit
dem Riickgang ihrer Synthese die Proliferation von Osteoklasten ansteigt. Das resul-
tierende Ungleichgewicht gegeniiber Osteoblasten fordert dann letzten Endes den Ver-
lust von Knochensubstanz. Bei der primdren Osteoporose vom Typ II handelt es sich
um eine Form von der beide Geschlechter gleichermaBlen betroffen sind und die
hauptséchlich auf altersbedingte Mangelerscheinungen zuriickzufiihren ist. Gleich
welcher Genese kommt es auch hier iiber ein Ungleichgewicht zwischen Osteoblasten
und Osteoklasten im Verlauf der Krankheit zuerst zu einer Auflockerung der Spongio-
sabélkchen und schlieBlich zur Ausdiinnung der Compacta. Dies prédestiniert fiir das
Auftreten von Frakturen [Rentz-Polster et al., 2008, S.805ff].

Die Diagnose Osteoporose wird oft erst spét gestellt, da die Krankheit zunichst sym-
ptomarm verlduft. Probate diagnostische Untersuchungen sind bei Verdacht v.a. die
Knochendichtemessung mittels DEXA (dual energy X-ray absorptiometry) oder QCT
(quantitative Computertomographie). Uber den Vergleich mit der Knochendichte ei-
nes gesunden jungen Erwachsenen ergeben sich Dichtewerte, die entweder im Norm-
bereich liegen, auf einen Osteopenie hindeuten, oder eine Osteoporose widerspiegeln.
Klinisch bemerkbar macht sich die Erkrankung mit dem Auftreten von Frakturen, v.a.
am Hiiftkopf (ca. 117.000 Frakturen pro Jahr) und an den Wirbelkorpern (hier v.a. im
Bereich BWK7-LWKI1). Andere hiufige Lokalisationen sind Radius oder Rippen. Die
frakturassoziierte Immobilitit fordert letzten Endes ein Fortschreiten der Osteoporose,
sodass sich der unbehandelte Patient oft in einem Circulus vitiosus wiederfindet [Miil-

ler M. et al., 2010, S.400; Rentz-Polster et al., 2008, S.805ff].

1.2.6 Die hepatische Osteodystrophie
Der Begriff der hepatischen Osteodystrophie wurde in den letzten Jahren geprigt, um
das gehéufte Auftreten von Stérungen der strukturellen Knochenintegritéit im Rahmen
einer chronischen Lebererkrankung beschreiben zu kénnen. Uber das Vorliegen dieser
Assoziation herrscht genereller Konsens, auch wenn die Erkrankungshéufigkeit von

den einzelnen Autoren unterschiedlich beurteilt wird (siehe 1.1.3) [Angulo et al.,
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2010; Collier, 2007; Diamond et al., 1990; Guanabens et al., 2010; Lopez-Larramona
et al., 2011; Luxon et al., 2011; Mounach et al., 2008]. Als Stérung der strukturellen
Integritit des Knochens wird nicht nur die Osteoporose, sondern auch deren Vorstufe,
die Osteopenie angesehen. Allerdings konnte bis zum heutigen Tag kein fiir sich ste-
hender Pathomechanismus definiert werden, der als hinreichende Erklidrung fiir eine
Knochenschiddigung im Gefolge einer Lebererkrankung geniligen konnte. Vielmehr
wird von einem multifaktoriellen Modell ausgegangen, in dem die Kombination aus
z.B. Anomalien des Calcium- oder Vitamin D-Metabolismus, Vitamin K-Mangel, ab-
normer RANKL/OPG-Ratio und anderen Faktoren negativen Einfluss auf den Kno-
chenstoffwechsel hat [Lopez-Larramona et al., 2011]. Immer groBere Bedeutung
scheint auflerdem dem Transforming growth factor-f zuzukommen [Ehnert et al.,

2010, Janssens et al., 2005].

1.3 Die Transforming growth factor-f Familie

1.3.1 Intrazelluliire Signaltransduktion
Der Transforming growth factor-p (TGF-f) wird von unterschiedlichsten Zellen pro-
duziert und wirkt im Organismus als Wachstumsfaktor. Ein Reservoir fiir TGF-f3 ist
z.B. die Knochenmatrix. Aus ihr wird der Wachstumsfaktor im Rahmen des Knochen-
umbaus freigesetzt und vermutlich entweder durch den von Osteoklasten erzeugten
niedrigen pH oder durch freigesetzte Proteasen aktiviert [Janssens et al., 2005]. TGF-
bindet an Rezeptoren mit Serin/Threonin-Kinase-Aktivitit. Diese Serin/Threonin-
Kinase-Rezeptoren setzen sich aus einem in Ruhe inaktiven Typ I- (TR I) und einem
konstitutiv aktiven Typ II-Rezeptor (TPR II) zusammen. TGF-f bindet an TR II un-
ter Ausbildung eines Heterooligomers mit TBR 1. In diesem Heterooligomer phospho-
ryliert der Typ II-Rezeptor nun eine glycin-/serinreiche Region (GS-Box) am Typ I-
Rezeptor und iiberfiihrt diesen damit in den aktiven Zustand. Aktiviert phosphoryliert
der Typ I-Rezeptor selbst weitere Komponenten der Signaltransduktion in Form der
Smad-Proteine. Die Interaktion von Smad-Protein und Rezeptor wird dabei durch
SARA (Smad anchor for receptor activation) vermittelt. Die Smad-Proteine bilden an-
schlieBend ein Trimer mit einem weiteren Smad-Protein (co-smad) aus und der entste-

hende Komplex wird in den Zellkern transloziert. Dort wird schlieBlich iiber DNA-
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Bindung die Transkription von Genen reguliert (Abbildung 6) [Schartl et al., 2009,
S.376, S.659f; Massagué, 2000].

Der Ablauf der Signalkaskade wird nach derzeitigem Kenntnisstand durch verschiede-
ne Faktoren reguliert. Der Smad ubiquitylation regulatory factor 1 und 2 (Smurf 1/2)
fiihrt Smad-Molekiile der Ubiquitinierung zu und bewirkt damit deren Inaktivierung
[Zhu et al., 1999]. Ebenfalls hemmend auf den Signalweg wirkt in Hepatozyten der
Pseudorezeptor BAMBI (BMP and Activin membrane-bound inhibitor), indem er
TGF-B vor der Bindung an seinen Rezeptor abfingt. Uber BAMBI wird die TGF-f
verursachte Fibrosierung der Leber verlangsamt, dem Molekiil kommt eine hepatopro-
tektive Bedeutung zu [Massagué et al., 2000; Wanninger et al., 2011]. Weitere limitie-
rende Faktoren auf das TGF-f3 Signal stellen Ski (Sloan-Kettering Institute proto-
oncogene) und SnoN (Ski-related novel gene N) dar. Beide entfalten ihre Wirkung als
Smad Co-Repressoren und limitieren die Dauer der TGF-f Antwort [Massagué et al.,
2000]. In Abwesenheit von TGF-f unterdriickt SnoN auBerdem zusétzlich die durch
den Wachstumsfaktor vermittelte Genexpression. Erst unter TGF-f-Einfluss verliert

SnoN diese Wirkung [Stroschein et al., 1999].

TGF-B

TBRII [ ‘
BAMBI

_—

TBRI

Ski/SnoN

I:> Forderung - Hemmung direkt

llll- Hemmung iiber Zwischenschritte

Abbildung 6 Der TGF-f Signalweg, modifiziert nach Massagué et al., 2000
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1.3.2  Bedeutung im Organismus
Wie bereits erwihnt, ist die TGF-B-Familie eine Klasse von Wachstumsfaktoren. Als
solche greifen die einzelnen Vertreter regulierend in Proliferations-, Differenzierungs-
und Apoptosevorgéinge ein und spielen damit beispielsweise in der embryonalen Mu-
sterbildung eine entscheidende Rolle [Schartl et al., 2009, S.376]. Klinische Relevanz
erhilt TGF-P durch Forderung der Transkription von Genen der Kollagensynthese in
Fibroblasten. Dies ist einerseits im Rahmen der Wundheilung essentiell [Border et al.,
1994]. Andererseits wird dadurch die Fibrosierung innerer Organe wie Niere, Lunge
und Leber vermittelt [Schartl et al., S.660; Rentz-Polster et al., S.666]. Bei einer Le-
berzirrhose ist TGF-f3 negativ mit der Restfunktion des Organs assoziiert [Wanninger
et al., 2011]. Im Rattenmodell fiihrt das voriibergehende Ausschalten von TRR II in

Lebergewebe zu einer verringerten Expression profibrotischer Komponenten [Fu et
al., 2011].

Auch fiir den Knochenstoffwechsel ist TGF-f3 ebenfalls von Bedeutung. Atfi et al.
wiesen darauf hin, dass der TGF-f3 Signalweg eng assoziiert ist mit dem des Pa-
rathormons (PTH), {iber den die Osteoblastenreifung vermittelt wird. TBR II Knock-
out-Miuse zeigten eine erhohte Expression von Parathormonrezeptor 1R (PTHR1), so
dass der Mangel an TPR II zu einer Erhéhung der Knochendichte fiihrte [Atfi et al.,
2010]. AuBerdem verringert TGF-f3 in Osteoblasten die Genexpression von OPG und
erhoht gleichzeitig die von RANKL [Jurado et al., 2010]. Auf Osteoklasten nimmt
TGF- direkten und indirekten Einfluss. Indirekt iiber die oben genannte Expression
des Osteoklastenaktivators RANKL, direkt durch die Forderung der Differenzierung
aus Monozyten [Fox et al., 2005]. Studien der letzten Jahre zeigen, dass TGF-f3 auch
Einfluss auf Osteozyten hat. In reifen Osteozyten fordert TGF-f die Transkription des
Sost-Gens [Loots et al., 2012], dessen Produkt Sclerostin wiederum seit kurzem als
wesentlicher Regulator der Osteoblastenaktivitit bekannt ist. Uber den Wnt-Signalweg
vermittelt Sclerostin ndmlich die Apoptose von Osteoblasten [Li et al., 2005; Suther-
land et al., 2004]. Andererseits ist TGF-f3 essentiell fiir die Knochenneubildung im
Zuge des Modelings, denn es wirkt als starkes Chemotaxin auf Osteoblasten [Janssens
et al., 2005]. Andere Arbeiten haben zudem gezeigt, dass eine suffiziente Frakturhei-
lung die Anwesenheit von TGF-f3 voraussetzt. Im Tiermodell fiihrte eine kombinierte

Applikation von TGF- und IGF-I zu einer groferen Stabilitdt und Mineralisation
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frakturierter Knochen gegeniiber einer unbehandelten Kontrollgruppe [Schmidmaier et
al., 2003]. TGF-p hat damit sowohl Knochenabbau-, als auch Knochenaufbau for-
dernde Wirkung. Derzeitiges Erklarungsmodell fiir diese gegenteiligen Effekte ist ne-
ben der Abhédngigkeit vom Differenzierungsgrad der Zielzelle v.a. die Konzentrations-
abhingigkeit: in niedrigen Konzentrationen fordert TGF-3 den Knochenaufbau, wo-
hingegen hohe Konzentrationen den Abbau begiinstigen [Janssens et al., 2005]. Diese
Tatsache ldsst dem Wachstumsfaktor eine mafBgebliche Rolle fiir die Aufrechterhal-

tung der Balance im Knochenstoffwechsel zukommen.

Fibroblasten
» Kollagensynthese

Embryonale Musterbildung
» Proliferation

» Differenzierung

» Apoptose

Osteoklasten Osteozyten
» Differenzierung aus » Sclerostin A\
Monozyten Osteoblasten
» Aktivierung (RANKL) » Chemotaxin
» RANKL A
> OPG WV
Knochenresorption 1 Knochenaufbau

Knochenresorption & -aufbau

Organogenese Niedrige Konzentration: Knochenaufbau + + Wundheilung,
Fibrosierung
innerer Organe

Hohe Konzentration: Knochenabbau + +

Abbildung 7 Uberblick iiber die Rolle von TGF-f im Organismus, nach Jurado et al., 2010; Rentz-Polster et al.,
2008; Schartl et al., 2009 S.376, S.660; Janssens et al., 2005; Loots et al., 2012

1.4 Der Vitamin D Stoffwechsel

1.4.1 Die endogene Vitamin D Synthese
Der Syntheseweg des Vitamin D-Hormons erstreckt sich iiber drei Organe (Abbildung
8). Erste Station ist die Haut. Hier entsteht unter der Einwirkung von UV-Licht aus
endogenem 7-Dehydrocholesterol Cholecalciferol (Vitamin Dj3). Cholecalciferol kann
alternativ auch iiber die Nahrung aufgenommen werden. Uber das Vitamin D binden-
de Protein (DBP) wird das hydrophobe Cholecalciferol zur Leber transportiert. In der
Leber kodieren die Gene CYP2R1 und CYP27A1 fiir spezielle Enzyme, wobei v.a.
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das Produkt von CYP2R1 — die 25-Hydroxylase — fiir den weiteren Syntheseschritt
wichtig ist [Shinkyo et al., 2004; Cheng et al., 2004]. Das Enzym katalysiert die Hy-
droxylierung von Cholecalciferol zu 25-Hydroxyvitamin D3 (Calcidiol). Dieses wird
anschliefend wieder mithilfe des DBP zur Niere transportiert und erfahrt dort durch
die mitochondriale l1a-Hydroxylase eine weitere Hydroxylierung zum aktiven 1,25-
Dihydroxyvitamin D; (Calcitriol oder 1,25(OH),-Vitamin D;) [Plum et al., 2010].

Das Grundgeriist des 1,25(OH),-Vitamin D3 — das Cholesterol — ist im Organismus
auch Baustein vieler anderer Verbindungen (z.B. Sexualhormone) und Strukturen
(z.B. Membranen). Um fiir deren Synthese Cholesterol bereitstellen zu kdnnen, exi-
stiert im Syntheseweg des 1,25(OH),-Vitamin D3 das Enzym 7-Dehydrocholesterol
Reduktase (DHCR?7). Es katalysiert die Reduktion von 7-Dehydrocholesterol zu Cho-
lesterol. Eine hohe Aktivitit dieses Enzyms entzieht somit den Grundbaustein fiir

1,25(OH),-Vitamin Ds.

Cholesterol

Leber

I DHCR7 *

25-Hydroxylase

(CYP2RI, CYP27Al)
7-Dehydrocholesterol
UV-Licht

25 — Hydroxyvitamin D; (Calcidiol)

HO"

Niere

la-Hydroxylase

* 7-Dehydrocholesterol Reduktase

Abbildung 8 Vitamin D Synthese, modifiziert nach Plum et al. 2010; Bilder aus
http://www.servier.de/medicalart/hauptorgane/?catSelect=7 (abgerufen am 12.1.2013)

Das Ausmal} der endogenen Vitamin D Synthese wird von diversen Faktoren gesteu-
ert. Parathormon und niedrige Calcium- oder Phosphatkonzentrationen steigern die
1,25(OH),-Vitamin Ds-Synthese durch Férderung der 1a-Hydroxylase, hohe Spiegel
im Blut hingegen bremsen sie. Auflerdem wird 1,25-Dihydroxyvitamin D3 zu einem

gewissen Anteil zu 24,25-Dihydroxyvitamin D; umgewandelt, so dass eine Uberpro-
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duktion des Hormons vermieden wird. 1,25(OH),-Vitamin Dj ist ein lipophiles Hor-
mon und muss im Blut, wie seine Vorlduferstoffe, an DBP gebunden transportiert
werden. In dieser Form gelangt es zu seinen Zielzellen in Darm, Niere und Knochen,
dissoziiert vom Transportmolekiil und gelangt durch die Zellmembran an den nukleé-
ren Vitamin D-Rezeptor (VDR), wo es mit diesem und dem Retinoid X-Rezeptor ein
Heterodimer ausbildet. Das Heterodimer bindet an regulatorische Genregionen und

fithrt so zur Forderung oder Hemmung der Transkription verschiedener Gene [Schartl
etal., 2009, S. 735f, S.881].

1.4.2  Bedeutung fiir den humanen Organismus
1,25(0OH),-Vitamin Dj ist kein Vitamin im klassischen Sinn — also kein Stoff, auf des-
sen Zufuhr der Mensch angewiesen ist, denn es kann wie oben beschrieben vom Kor-
per selbst synthetisiert werden. Dennoch ist es als Hormon von entscheidender Bedeu-
tung fiir den humanen Organismus. Uber die Hemmung der Zytokinausschiittung aus
Megakaryozyten greift es in die Hdmatopoese regulierend ein. Ebenfalls hemmend
wirkt sich sein Einfluss auf die T- und B-Zellproliferation aus, so dass dem Hormon
eine immunmodulierende Wirkung zukommt. Die wichtigste Funktion von 1,25(OH),-
Vitamin Dj ist jedoch die Regulation des Calcium- und Phosphathaushalts. Diese fin-
det an drei Organen statt. Zum einen fordert der Einfluss von 1,25(OH),-Vitamin D3 in
der Niere die Riickresorption von Calcium und Phosphat und vermindert somit deren
Ausscheidung tiber den Urin. Zum anderen mobilisiert es Calcium und Phosphat aus
dem Knochen. Den groBten Effekt auf die Calciumkonzentration im Plasma vermittelt
1,25(0OH),-Vitamin Ds iiber die Induktion des Ca®"-bindenden Calbindins im Darm,
deren Konsequenz eine vermehrte enterale Calciumaufnahme ist. Neben der Aufrecht-
erhaltung der Calcium- und Phosphathomoostase hat 1,25(OH),-Vitamin D3 noch eine
essentielle Rolle im Knochenmetabolismus: Bei normaler Ca**-Konzentration fordert
es die Osteocalcin- und Osteopontinsynthese und bewirkt auf diese Weise die Matrix-
bildung und Kalzifizierung des Knochens. AuBlerdem stimuliert 1,25(OH),-Vitamin
D; die Synthese und Sekretion von RANKL und nimmt damit indirekt Einfluss auf die
Osteoklastentétigkeit [Plum et al., 2010]. Es fordert die Ausschiittung von TGF-f3 im
Knochen [Finkelmann et al., 1991; Deetjen et al., 2005, S.813], was wiederum bereits
erwihnte Auswirkungen auf den Knochenstoffwechsel hat. Wie auch TGF-f, erhoht

1,25(0OH),-Vitamin D; die Expression des Sost-Gens in Osteozyten, mit den bereits
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geschilderten Auswirkungen auf die Osteoblastentdtigkeit [Sutherland et al., 2004].
Die Wichtigkeit von 1,25(OH),-Vitamin D; wird dann ersichtlich, wenn eklatanter
Mangel an diesem Hormon herrscht. Haufigste Ursache hierfiir ist das chronische Nie-
renversagen mit konsekutivem Mangel an 1a-Hydroxylase. Aber auch eine unzurei-
chende UV-Exposition, angeborene Enzymdefekte oder die Leberzirrhose sind mogli-
che Faktoren, die pathologisch niedrige Vitamin D-Spiegel bedingen. Folgen sind An-
amie, Osteomalazie beim Erwachsenen sowie Rachitis beim Kind. Eine zu hohe Vit-
amin D-Konzentration im Blut ist hingegen eher selten und ldsst sich lediglich durch
eine iibermdfige alimentdre Zufuhr erreichen. Die Folge ist eine Kalzifizierung von
GefaBBen und Weichteilen [Schartl et al., 2009, S.735f, S.881; Deetjen et al., 2005,
S.813].
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Zielsetzung

Aus den bisherigen Ausfithrungen wird deutlich, dass der Stoffwechsel des Knochens
an entscheidenden Stellen mit dem der Leber verbunden ist. Beide Organe sind Be-
standteile des Vitamin D-Stoffwechsels. An beiden Organen machen sich Anderungen
der TGF-f Serumkonzentration bemerkbar. Eine chronische Erkrankung der Leber ist
oft auch mit einer strukturellen Knochenerkrankung verbunden und diese Assoziation
wird als hepatische Osteodystrophie bezeichnet. Fiir die Praxis ist dieser Zusammen-
hang von grofler Bedeutung, kann er doch vorhersagen, dass ein Patient mit chroni-
scher Lebererkrankung frither oder spéter auch Symptome der Osteoporose aufweisen
wird. Weil die Frage nach der zugrunde liegenden Stoffwechselstorung bisher noch
nicht befriedigend gekldrt werden konnte, zielt diese Arbeit auf die Beantwortung fol-

gender Fragen ab:

» Findet sich bei Patienten mit Leberzirrhose im Vergleich zu einem gesunden Kon-
trollkollektiv eine Abnahme der Knochendichte?

» Ist die TGF-p Konzentration im Blut von Patienten mit Leberzirrhose gegeniiber
Gesunden verdndert?

» Liegen Verdnderungen im Vitamin D-Stoffwechsel beim Patienten mit Zirrhose
vor?

> Lisst sich eine Anderung der Genexpression im TGF-B-Signalweg und Vitamin
D-Stoffwechsel ausmachen, die eventuelle Veranderungen der TGF-f- oder Vit-
amin D-Konzentration erkldren kénnen?

» Zeigen sich im zirrhotischen Lebergewebe Verdnderungen in der Genexpression

von Proteinen, die Einfluss auf den Knochenstoffwechsel haben konnen?
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3. Materialien

3.1 Herkunft des verwendeten Gewebes und Einverstindniserklirung
Das fiir diese Arbeit verwendete humane Blut und Lebergewebe stammt entweder aus
dem Klinikum rechts der Isar, dem Rotkreuzkrankenhaus Miinchen oder dem Klini-
kum Neuperlach. Das Kontrollserum stammt von gesunden Freiwilligen. Fiir jedes
Gewebe liegt eine Einverstandniserkldrung des Spenders vor. Sdmtliche Versuche er-
fiillen die Vorgaben und Voraussetzungen der Ethikkommission des Klinikums rechts

der Isar.

3.2 Patientenkollektiv
Das untersuchte Patientenkollektiv (Tabelle 1) umfasst 46 Patienten (30 mannlich, 16
weiblich), deren mittleres Alter 59,9 Jahre betridgt. Die Child A-Gruppe setzt sich aus
23 Patienten zusammen (13 ménnlich, 10 weiblich). Das mittlere Alter betrdgt 60,2
Jahre (méinnlich) und 59,3 Jahre (weiblich). Die Child B-Gruppe umfasst 13 Patienten
(8 minnlich, 5 weiblich) mit einem mittleren Alter von 58,0 Jahren (ménnlich) und
60,6 Jahren (weiblich). In die Child C-Gruppe wurden 10 Patienten eingeschlossen (9
minnlich, 1 weiblich), deren mittleres Alter bei 62,4 Jahren (minnlich) und 51,0 Jah-
ren (weiblich) liegt. Die Daten hinsichtlich der Atiologie der Zirrhose lagen nicht vor,
es wurde jedoch kein Gewebe viraler Hepatitiden verwendet. Zur genauen Einteilung

der Patienten in Child A-C siche 4.2.1.

Child A N Mittleres Alter (Jahre)
23 59,8
Minnlich Weiblich Minnlich Weiblich
13 10 60,2 59,3
Child B N Mittleres Alter (Jahre)
13 59,0
Minnlich Weiblich Minnlich Weiblich
8 5 58,0 60,6
Child C N Mittleres Alter (Jahre)
10 62,4
Miinnlich Weiblich Minnlich Weiblich
9 1 62,4 51,0

Tabelle 1 Ubersicht iiber das eingeschlossene Patientenkollektiv
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3.3 Geritschaften und Hilfsmittel

Material Hersteller
Zentrifuge 5804 R Eppendorf, Hamburg
Zentrifuge 5417 R Eppendorf, Hamburg
Pipetten 2,5, 10,20, 100, 1000 ul Eppendorf, Hamburg
Vortex Genie 2 Scientific Industries, Karlsruhe
Kern EG 220-3NM Waage Kern & Sohn GmbH, Balingen
Biorad Power Pac HC Biorad, Miinchen
Gelkammer Biorad, Miinchen
Gelkammer-Kimme Biorad, Miinchen
Microm HM 355 Mikrotom Microm International, Walldorf
Paraffin-Streckbad TFB 35 Medite Medizintechnik, Burgdorf
Biorevo BZ-9000 Keyence, Frankfurt
All-in-one Fluoreszenzmikroskop
FLUOStar Omega Plate Reader BMG Labtech, Ortenberg
Image J Wayne Rosband,

National Institute of health, Bethesda/USA
GraphPad Prism GraphPad Software, La Jolla/USA
Philips Portal BMD option Philips, Veldhoven/Niederlande
Thermocycler Eppendorf, Hamburg
Spektralphotometer NanoDrop Thermo Fisher, Erlangen

Tabelle 2 Verwendete Geritschaften und Hilfsmittel
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3.4 Chemikalien

3.4.1 Zellkultur und Enzymaktivitdtsmessung

Material

PBS

DMEM (mit und ohne Phenol-Rot)
FCS Gold

Streptomycin

L-Glutamin

Trypsin

Hygromycin B
4-Nitrophenylphosphat-
disodiumsalzhexahydrat

MgCl,

Glycin

Rekombinantes humanes TGF-3

Hersteller

PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
PAA Laboratories GmbH, Colbe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Peprotech, Hamburg

Tabelle 3 Chemikalien fiir Zellkultur und Enzymaktivititsmessung

3.4.2 Histologische Fdrbung

Material

Roticlear

Roti Histokitt 11

Hiamatoxylin nach Mayer
Eosin G-Losung 0,5% wissrig
Weigerts Himatoxylinlosung A
Weigerts Himatoxylinlosung B
Essigsdure

Lichtgriin 1%

Ponceau Xylidin

Séurefuchsin
Wolframatophosphorsdure-Hydrat
Orange G

Hersteller

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fluka Chemikalien, Neu-Ulm
Fluka Chemikalien, Neu-Ulm
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
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Material Hersteller

Aqua dest. Apotheke Klinikum r. d. Isar, Miinchen
Ethanol 100% Apotheke Klinikum r. d. Isar, Miinchen
Aqua Delta Select Apotheke Klinikum r. d. Isar, Miinchen

Tabelle 4 Chemikalien fiir histologische Fiarbungen

3.4.3 RNA-Isolation und cDNA-Synthese

Material Hersteller
Isopropanol

Ethanol 100%

Apotheke Klinikum r. d. Isar, Miinchen
Apotheke Klinikum r. d. Isar, Miinchen

Bromphenol Blau
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
TRIS(hydroxymethyl)aminomethan
Borsédure

Glycerol

EDTA

Ethidiumbromid 10 mg/ml
pUC19-Marker

Chloroform

TriFast

Agarose

First Strand cDNA Synthesis Kit

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
peq lab, Erlangen

Biozym, Hessisch Oldendorf

Thermo Fisher, Erlangen

Tabelle 5 Materialien fiir RNA Isolation und ¢cDNA Synthese

3.4.4 ELISA

Material

25(0OH)-Vitamin D direct ELISA Kit

Sclerostin EIA Kit

Hersteller
Teco medical, Biinde

Teco medical, Biinde

Tabelle 6 Verwendete ELISA Kits
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3.4.5 PCR Primer

Alle Primer wurden iiber die Firma Eurofins MWG Operon, Ebersberg bezogen.

Gen

GAPDH
OPG
Osteonectin
Osteopontin
Osteocalcin
TNFa
RANKL
Smurf 1
Smurf 2

Ski

SnoN
SARA
DHCR?7
CYP2R1
CYP27A1

GC

GenBank
ID (NM)
002046.3

002546.3
003118
000582
000711
000594

033012.3

020429.1

022739.3

003036.3

005414.3

007324.2

007856.2

177382.3

024264.4

008096.1

Annealing-
Temp.
54 °C

60 °C
60 °C
60 °C
62 °C
58 °C
56 °C
58 °C
58 °C
60 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C
58 °C

62 °C

5°-3’-Sequenz

Sense

CCA TGA GAA GTA
TGA CAA CAG CC

CCG GAA ACA GTG
AAT CAA CTC
AGC ACC ccA
ACGGGTA

CTC CAT TGA
GAA CGA CTC
CAC TCC TCG
TATTGG C

ATG AGC ACT
AGCATGATCC
TCC CAA GTT
ATA CCC TGA
CAG CAT CAA
CCG TCT GA
AGA CTG GTG
GCA CAT GG
TCC GCG TGT
ACG AGT GC
GCC ACG AAC
TCC TCA AA
TGG TIT GCT
GGG ATCTT
ATG GGC GCT
TCA TCT GG
GGG AGG CTT ACT
CAATTC CA

GTG GA CAC GAC ATC
CAA CAC

AGA GGA GGT GCT
GCAAGACT

TTG

CTC

CCC

GAA

CTC

GAT

TGA

ACC

TTT

GAT

GCC

Antisense

CCT TCC ACG ATA
CCA AAGTTG

AGG TTA GCA TGT
CCAATGTG

GGT CAC AGG TCT
CGA AAA AGC

CGT CTG TAG CAT
CAG GGT ACT G

GCC TGG GTC TCT
TCA CTA CCT

GAG GGCTGATTA
GAG AGA GGTC

CAT CCA GGA AAT
ACA TAA CACTCC
GCA TAG ATC CAA
ACG CTG GT
CACTTG CTG TTG
CTG TTG GT

AGC AGG ATG TAG
GCC CGC CA

GCT GGG GTG TAA
AAA TGA ATG

TTC CAA CAG GAC
TTC CAA CC

GAT TCC AGG CAG
CAG GCG GT

GCA ATG ATG AGT
TCA CCC ACT

ATG ATC CGG GAG
TTT GTG G

GCA GCA TAT TGT
GAGCAGACTC

Amplicon-
Grofle
111 bp

313 bp
105 bp
257 bp
138 bp
217 bp
245 bp
325 bp
239 bp
208 bp
493 bp
196 bp
329 bp
567 bp
212 bp

707 bp

Tabelle 7 Verwendete PCR-Primer
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4. Methoden

4.1 Kultivierung von TGF-$ Reporterzellen
Bei den TGF-f Reporterzellen (MFB-F11) handelt es sich um embryonale Fibrobla-
sten aus TGF-p”" Méusen [Tesseur et al., 2006]. Das fiir die Kultivierung notige Me-

dium wurde wie folgt hergestellt:

Volumen Stoff Konzentration (final)
500 ml DMEM

50 ml FCS Gold 10 %

5ml L-Glutamin 2 mM

5ml Penicillin 100 U/ml

5ml Streptomycin 100 pg/ml

560 pul Hygromycin B 15 pg/ml

Tabelle 8 Herstellung des Mediums fiir die Zellkultur

Das Anziichten von MFB-F11 Zellen erfolgte im Kulturmedium bei 37 °C in 175 cm’
Zellkulturflaschen. Das Medium wurde alle drei bis fiinf Tage gewechselt, die Pass-
agierung der Zellen wurde bei hoher Zelldichte nach Beurteilung des Zellrasens unter
dem Mikroskop (geschitzt ca. 80% des Flaschenbodens durch Zellen bedeckt) durch-
gefiihrt. Dabei wurden die Zellen von einer auf zehn Zellkulturflaschen verteilt. Die

Versuche wurden in der 3.-5. Passage durchgefiihrt.

4.2 Humanes Blut

4.2.1 Serumdiagnostik
Das vom Patienten abgenommene Blut wurde in der Klinischen Chemie des Klini-
kums rechts der Isar hinsichtlich Serum-Bilirubin, Serum-Albumin und INR analy-
siert. Aus vorliegenden Arztbriefen wurde entnommen, ob bei dem betreffenden Pati-
ent bereits Aszites oder eine hepatische Enzephalopathie vorgelegen hatte. Uber diese
fiinf Parameter wurden die Patienten nach dem Child-Pugh Score in die Kategorien A,
B oder C eingeteilt (siche Tabellen 9- 11). Dieser Score spiegelt den Schweregrad der
Zirrhose wider und erlaubt nebenbei auch eine Abschitzung der Uberlebenswahr-

scheinlichkeit innerhalb eines Jahres [Herold et al., 2010, S.530].
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Parameter 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte

Serum-Bilirubin (mg/dl) <2,0 2,0-3,0 >3,0

Serum-Albumin (g/1) > 35 35-28 <28

INR <1,7 1,7-2,2 >2,2

Aszites keiner gering ausgepragt

Hepatische Enzephalopathie keine leicht Prikoma/Koma

Tabelle 9 Punktevergabe im Child-Pugh Score, nach Rentz-Polster et al., 2008, S.710

Punkte | Child-Pugh Score

5-6 A

7-9 B

10-15 C

Tabelle 10 Einteilung des Child-Pugh Scores, nach Rentz-Polster et al., 2008, S.710

Child | INR | Albumin | Bilirubin Aszites Hepatische Enzephalo-
(g/) (mg/dl) pathie

A 1,0 45 0,2 keiner keine

A 1,0 38 1,0 keiner keine

A 1,2 45 1,2 keiner keine

A 1,1 38 1,2 keiner keine

A 1,2 40 1,6 keiner leicht

A 0,9 44 0,6 keiner keine

A 1,1 45 0,8 keiner keine

A 1,1 38 0,5 keiner leicht

A 1,2 38 0,8 keiner keine

A 0,9 46 0,8 keiner keine

A 1,0 43 0,9 keiner keine

A 1,3 39 1,2 keiner keine

A 1,1 35 2,1 keiner keine

A 1,3 31 1,6 keiner keine

A 1,1 36 0,6 keiner keine

A 1,1 39 0,9 keiner keine

A 0,9 43 0,9 keiner keine
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Child

O o000 00w wwwww w w wwwww > oo o o

C

INR

1,3
1,4
1,0
1,2
1,2
1,2
1,2
1,1
1,4
1,5
1,4
1,4
1,6
1,1
1,5
1,5
1,3
1,6
0,9
1,6
1,5
1,8
1,8
1,2
1,7
1,4
1,8
3,0
1,8

Albumin
@
39
32
47
39
42
38
38
30
33
29
36
37
30
35
29
33
31
30
36
29
25
31
35
32
30
35
38
27
34

Bilirubin
(mg/dl)
1,7
1,9
0,7
1,5
1,2
1,9
3,2
2,7
3,3
2,6
2,2
3,5
1,8
1,0
2,3
4,3
3,0
53
10,1
4,9
12,5
5,4
4,7
10,4
7,5
3,1
6,4
8,8
0,7

Aszites

keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
keiner
gering
gering
gering
keiner
gering
gering
keiner
gering
gering
gering
gering
gering
keiner
gering
gering
ausgepragt

ausgepragt

Hepatische Enzephalo-
pathie
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
leicht
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
keine
leicht
keine
leicht
keine
leicht
leicht
leicht
leicht
leicht
leicht

Tabelle 11 Einteilung des Patientenkollektivs in den Child-Pugh Score
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4.2.2 Gewinnung von Serum aus Blutproben
Zur Auftrennung von Blut in Serum und zelluldre Bestandteile wurde jedes Abnahme-
rohrchen iiber 10 Minuten bei 1000 g/min zentrifugiert. Der goldgelbe Serumiiber-
stand wurde anschlieend abpipettiert und gesammelt. Zur Vermeidung des Abbaus
enthaltener Enzyme durch wiederholtes Auftauen und Einfrieren wurden Aliquote des

Serums erstellt und bei -80 °C eingelagert.

4.2.3 Bestimmung der TGF-f3 Konzentration im Serum
Die Methode beruht auf der TGF-f-abhingigen Freisetzung einer alkalischen
Phosphatase aus TGF-f-Reporterzellen [Tesseur et al., 2006]. Die verwendeten MFB-
F11 Zellen aus TGE-p”" Miusen sind nicht in der Lage selbst TGE-p zu produzieren.
Sie enthalten ein Plasmid, dessen Gen fiir eine alkalische Phosphatase (SEAP = secre-
ted alkaline phosphatase) kodiert. In Anwesenheit von TGF-f3 wird die SEAP von den
Zellen sezerniert und spaltet von einem der Probe zugefiigten Substrat (4-
Nitrophenylphosphat) eine Phosphatgruppe ab. Daraus resultiert ein im Photometer
messbarer Farbumschlag, dessen Anderung eine Funktion der TGF-p Konzentration
der Probe darstellt. Die Methode ist sehr spezifisch und sensitiv fiir TGF-f3;.3, andere
Wachstumsfaktoren fiihren nicht zur Freisetzung der Phosphatase. Durch Zusatz von
Salzsdure kann auflerdem die inaktive Form von TGF-f aktiviert und somit messbar
gemacht werden. Die untere Nachweisgrenze der TGF-f-Konzentration liegt mit die-

ser Methode bei 1 pg/ml.

Bei der noétigen 4-Nitrophenylphosphat-Suspension handelt es sich um AP-
Pufferlosung, in der der Farbstoff 4-Nitrophenylphosphat gelost ist. Die Herstellung
ist in Tabelle 12 wiedergegeben.
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Menge/Volumen Stoff Konz. (final)
500 ml dH,O

2 mg/ml Losung 4-Nitrophenylphosphatdisodiumsalzhexahydrat

1,88 g Glyzin 50 mM

101,5 mg MgCl, I mM

6,06 g TRIS 100 mM

AnschlieBend pH auf 10,5 einstellen

Tabelle 12 Herstellung der 4-Nitrophenylphosphat-haltigen AP-Pufferlosung

Die fiir den Versuch benotigten MFB-F11 Zellen wurden nach zweimaligem Waschen
mit PBS auf einer 96 well-Platte zu 50.000 Zellen/well iiber 48 h mit 70 ul Serum-
freien Medium (Herstellung wie in 4.1, aber mit DMEM ohne Phenol-Rot) und 30 pl
Patienten- bzw. Kontrollserum oder Standard inkubiert (37 °C, 5% CO,). Anschlie-
Bend wurden zu 40 pl der Zellsuspension auf einer neuen 96 well-Platte 60 pl 4-
Nitrophenylphosphat-Suspension hinzugefiigt und der einsetzende Farbumschlag als
Extinktionsédnderung bei 405 nm am Photometer gemessen (nach 10, 20, 30, 40 und 50

Minuten).

Zur Berechnung der TGF-f-Konzentration muss eine Kalibrierungskurve erstellt wer-
den. Hierfiir wurde eine Verdiinnungsreihe mit bekannten Mengen an (rh)TGF-f; pi-
pettiert (Tabelle 12). Analog zum oben beschriebenen Vorgehen wurde die Extinktion
im Photometer gemessen. Aus den Messwerten wurde mit Microsoft Excel eine Aus-
gleichsgerade gebildet, mit deren Hilfe sich die unbekannten TGF-f-Konzentrationen

der Serumproben iiber die allgemeine Geradengleichung y=m*x+b errechnen lassen.

Als Negativkontrolle diente eine reine 4-Nitrophenylphosphat-Losung ohne Zellen.

Standard # 1 2 R} 4 5 6 7 8
Konz. (rh)TGF-$ (ng/ml) | 50 25 12,5 | 6,25 | 3,125 | 1,562 | 0,781 0

Tabelle 13 Standard-Verdiinnungsreihe fiir die Bestimmung der TGF-B-Konzentration
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4.3 Histologische Untersuchung humanen Lebergewebes

4.3.1 Prinzip einer histologischen Untersuchung

Ziel einer histologischen Untersuchung ist die Beantwortung der Frage, ob und wenn
ja in welchem AusmaR in einem Organ eine bestimmte Erkrankung vorliegt. Dazu
wird ein Schnitt des betroffenen Gewebes unter dem Mikroskop systematisch nach
spezifischen morphologischen Merkmalen der Erkrankung abgesucht. Zur Kontrastie-
rung und Darstellung zelluldrer wie extrazelluldrer Komponenten sind Farbungen des
Gewebeschnitts notwendig. Die spezifische Anfarbung beruht dabei auf der Ausbil-
dung elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen Farbstoffkomponente und Gewe-
beanteilen. Da viele Farbstoffe jedoch in wissriger Losung vorliegen, miissen die Ge-
webeschnitte zundchst mit Losungsmitteln und absteigenden Konzentrationen von
Ethanol entparaffiniert bzw. entwissert werden, damit eine Anférbbarkeit erreicht
werden kann. Uber den Vergleich mit gesundem Referenzgewebe lassen sich Aberra-
tionen im kranken Organ erkennen. Diese Methode erlaubt jedoch nur eine grobe Ori-
entierung und ist sehr von der Erfahrung des Untersuchers abhidngig [Welsch, 2006,
S.4ff].

4.3.2  Erstellung von Gewebeschnitten
Das Lebergewebe wurde in ca. 0,5 cm dicke Scheiben geschnitten und in Einbettkas-
setten in aufsteigender Alkoholkonzentration entwéssert. Im Anschluss daran erfolgte
die Einbettung in Paraffin. Nach Erkaltung und Hértung des Paraffins wurden mit dem
Mikrotom von jedem Block 0,7 um diinne Scheiben abgehobelt und, mittels Paraffin-
Streckbad, auf Mikroskop-Objekttrager libertragen.
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4.3.3 Fdrbungen
Die fiir die Masson-Trichrom Férbung nétigen Farbstoffe wurden frisch angesetzt.

Herstellung und Zusammensetzung zeigt Tabelle 14.

Farbstoff Menge/Volumen | Stoff
Héamalaun nach Weigert 50 ml Weigerts Himatoxylinlosung A
50 ml Weigerts Himatoxylinlosung B
Saure-Fuchsin-Ponceau 02¢g Ponceau
0,1g Saurefuchsin
300 ml Aqua bidest.
0,6 ml Essigsdure 1%
Phosphorwolframséure- 9-15¢ Phosphorwolframséure
Orange G
6g Orange G
300 ml Aqua bidest.
Lichtgriin 0,3-0,6 g Lichtgriin
0,6 ml Essigsédure
300 ml Aqua bidest.

Tabelle 14 Herstellung der Farbstoffe fiir die Masson-Trichrom Firbung
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Fiir die Farbung der Gewebeschnitte wurden iiber mehrere Versuchsreihen die optima-

len Verweilzeiten der Objekttrager in den jeweiligen Fliissigkeiten ermittelt:

Himatoxylin-Eosin Firbung

Masson Goldner Trichrom Firbung

Substanz

Roticlear

Ethanol 100%

Ethanol 90%

Ethanol 80%

Aqua dest.

Hiamatoxylin nach Mayer
Spiilung unter Wasserhahn
Eosin

Aqua dest.

Ethanol 80%

Ethanol 90%

Ethanol 100%

Roticlear

Zeit

(min)

Substanz

Roticlear

Ethanol 100%

Ethanol 90%

Ethanol 80%

Aqua dest.

Héamalaun nach Weigert
Spiilung unter Wasserhahn
Séure-Fuchsin-Ponceau
Essigsdure 1% (frisch angesetzt)
Phosphorwolframséure-Orange G
Essigsdure 1% (frisch angesetzt)
Lichtgriin 1%

Essigsdure 1% (frisch angesetzt)
Ethanol 80%

Ethanol 90%

Ethanol 100%

Roticlear

Zeit
(min)
11
8

2
2
2
3

10

2
kurz
5,5
kurz
17
kurz

kurz

20

Tabelle 15 Firbezeiten fiir die H.E.- und Masson Trichrom-Féirbung
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Die spezifische Anfarbung zelluldrer und extrazelluldrer Komponenten unter optima-

len Bedingungen zeigen Tabelle 16 und 17.

Himatoxylin-Eosin-Firbung

Struktur
Zellkerne (1)
Bindegewebe/
Kollagen (2)
Nekrosen

Farbe
Blau-violett

Rot

Rot

Abbildung 9 Beispiel einer Hiimatoxylin-Eosin Farbung

Tabelle 16 Anfirbung mikroskopischer Strukturen in der Hiimatoxylin-Eosin Fiarbung

Masson Goldner Trichrom-Firbung

Struktur
Zellkerne (1)
Bindegewebe/
Kollagen (2)

Farbe
Blau-schwarz

Griin

Abbildung 10 Beispiel einer Masson Trichrom-Firbung

Tabelle 17 Anfirbung mikroskopischer Strukturen in der Masson-Trichrom Firbung
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4.3.4 Beurteilung
Jeder Leberschnitt wurde mit gesundem Lebergewebe verglichen und auf Zirrhosekri-
terien untersucht (s.u.). AnschlieBend erfolgte ein Abgleich des Ergebnisses mit den
vorliegenden Pathologiebefunden. Eine gesunde Leber zeigt den in Abbildung 11
sichtbaren Aufbau, wobei die lehrbuchhafte in 1.1.1 beschriebene Architektur selten

angetroffen wird.

1 Periportalfeld
2 V. centralis
3 Sinusoide

Abbildung 11 Physiologische Architektur einer humanen Leber, H.E.-Fiarbung, Vergr. 40fach

Kriterien fiir eine Zirrhose, die flir die Beurteilung der Schnitte herangezogen wurden,

sind die

» Entstehung bindegewebiger Septen (portoportal oder portozentral) (Abb. 12/13)

» Zerstorung der Parenchymarchitektur aus Lappchen und Geféllen (Abb. 14)

» Bildung von Regeneratknoten (Abb. 15/16)

» Ausbildung von Nekrosen (Abb. 17)

[Herold et al., 2010, S.528; Biihling et al., 2008, S.271]

Bei Vorliegen dieser Kriterien wurde das Lebergewebe als ,,zirrhotisch® eingestuft,
das Fehlen fiihrte zur Einstufung als ,,gesund®. Auf diese Weise konnten zwei Patien-
tenkollektive gebildet werden und jeder Gruppe wurden die zugehdrigen Blut- und

cDNA-Proben zugeordnet.
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Abbildung 12 Portoportale Septierungen bei Zirrhose, Abbildung 13 Portoportale Septierungen bei Zirrhose,
H.E.-Farbung, Vergr. 40fach Masson Trichrom-Férbung, Vergr. 100fach

Abbildung 14 Zerstorte Architektur bei Zirrhose, Abbildung 15 Regeneratknoten bei Zirrhose,
H.E.-Féarbung, Vergr. 40fach H.E.-Féarbung, Vergr. 40fach

Abbildung 16 Regeneratknoten bei Zirrhose, Abbildung 17 Nekrose bei Zirrhose,
Masson Trichrom-Férbung, Vergr. 40fach H.E.-Féarbung, Vergr. 40fach
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4.4 Isolation von RNA

4.4.1 Prinzip und Durchfiihrung der RNA-Isolation

RNA wird im Zellkern je nach Stoffwechsellage in unterschiedlichem Ausmal} ausge-

hend von DNA umgeschrieben. Es ist also nicht zu jedem Zeitpunkt dieselbe mRNA

bzw. deren Konzentration in der Zelle vorhanden. Die Extraktion von RNA aus dem

Zellkern liefert somit eine Momentaufnahme der Zelltitigkeit und ermoglicht Riick-

schliisse auf die Genexpression.

Die Isolation der RNA wurde nach der Methode nach Chomczynski und Sacchi

durchgefiihrt. Es ist zu beachten, dass RNA sehr labil und anfillig gegeniiber proteoly-

tischen Enzymen (RNAsen) ist. Daher erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis und unter

Verwendung von Einmalhandschuhen.

Fiir die RNA-Isolation wurden folgende Losungen vorbereitet:

Losung Menge/Volumen | Stoff
DEPC-H,0O I ml Diethylpyrocarbonat
1000 ml dH,O
1h bei 37 °C inkubieren, anschlieSend autoklavieren
TBE Puffer (10x) 540 g TRIS-aminomethan (0,89 M)
275 g Borséure (0,89 M)
373 ¢ Ethylendiamintetraacetat EDTA (20 mM)
Auf 5.000 ml mit dH,O auffiillen und pH auf 8,3 einstellen
PCR Ladepufter (5x) | 1 mg Bromphenol Blau
25 ml TBE Puffer
S5ml Glycerol 10%
20 ml dH,O

Tabelle 18 Herstellung der Losungen fiir die RNA-Isolation

Jede Leberprobe wurde zunidchst mechanisch zerkleinert, dann chemisch mit 750 pl

Trifast lysiert. Trifast inaktiviert gleichzeitig RNAsen. Nach Zufiigen von 150 pl

Chloroform trennt sich das Stoffgemisch durch Zentrifugierung (14.000 g, 10 min) in
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drei Phasen auf. Zuoberst liegt die wissrige RNA haltige Phase, liber einem Saum
DNA und dem rétlichen Gemisch aus Trifast und Proteinen. Der wiissrige Uberstand
wurde abpipettiert und in einem neuen Reaktionsgefdl mit 375 pl Isopropanol ver-
setzt. Durch erneute Zentrifugierung (14.000 g, 10 min) prézipitiert die RNA als ge-
ldhnliches weiBes Pellet, welches nach Verwerfen des Uberstandes mit 1 ml Ethanol
70% gewaschen wurde. Nach zweimaliger Wiederholung von Zentrifugierung und
Waschen wurde das Pellet in RNAse freiem DEPC-H,O durch Schiitteln mit dem Vor-
tex gelost, so dass man schlieBlich fiir jede Probe eine RNA haltige Suspension unter-

schiedlicher Konzentration erhilt.

4.4.2 Konzentrationsbestimmung und Integritdts-Check
Die Bestimmung der RNA-Konzentration jeder einzelnen Probe erfolgte {iber die opti-
sche Dichte am Spektralphotometer (NanoDrop). Der Blindwert wurde mit DEPC-
H,O ermittelt und in den folgenden Messungen vom Gerdt mit den jeweiligen Mess-
werten verrechnet. Nukleinsduren besitzen ein Absorptionsmaximum bei A=260 nm,
Proteine bei A=280 nm. Durch den Quotient der Messwerte ergibt sich das Verhéltnis
von RNA zu Proteinen. Dieses sollte sich um einen Wert von 2,0 bewegen, niedrigere
Werte deuten auf eine Verunreinigung der RNA hin (z.B. durch Phenole). Die Soft-

ware errechnet aus den Messwerten bei A=260 nm die Konzentration der RNA.

Um die Integritit der RNA mittels Gelelektrophorese feststellen zu konnen, wurde ein
1,5%iges Agarosegel hergestellt. Dafiir wurden 1,5 g Agarose in 100 ml TBE Puffer
so lange in der Mikrowelle aufgeldst, bis keine Ausflockung mehr sichtbar war. Da-
nach wurden 3 pl Ethidiumbromid (1,5 pl pro 50 ml Gel) zupipettiert und das fliissige
Gel zum Erkalten in eine mit Kdmmen versehene GieBkammer gegossen. Anschlie-
Bend wurde aus der vom NanoDrop ermittelten RNA-Konzentration errechnet, wie
viel pl jeder Probe 0,5 png RNA enthalten. Dieses Volumen muss mit einem entspre-
chenden Volumen x pl DEPC-H,0O und 7 pl Ladepuffer auf 20 pl Gesamtvolumen

aufgefiillt werden:
0,5 ug /[RNA] + 7 ul Ladepuffer + x ul DEPC H,O = 20 pl

In die erste Kammer des Gels wurden 2 pl pUC19-Marker (GroBenmarker) aufgetra-

gen, die restlichen Kammern wurden mit jeweils 10 pl Probe beladen. Nach Anlegen
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einer Spannung von 90 Volt erkennt man nach 30-40 Minuten im Vergleich zu 2ul

pUC19-Marker die fiir intakte RNA typischen 18 S- und 28 S-Banden (Abb. 18).

288

188
puC19

Abbildung 18 Nachweis intakter RNA nach Gelelektrophorese

4.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

4.5.1 Prinzip der PCR
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt eine Methode zum Nachweis und zur
Vervielfiltigung (Amplifikation) definierter Nukleinsédure-Sequenzen dar. Mit dieser
Methode lésst sich entweder RNA in cDNA umschreiben, oder eine DNA-Sequenz

amplifizieren. Fiir die Durchfithrung wird grundsétzlich benétigt:

» Template (DNA oder RNA)

» Polymerase (DNA- oder RNA-abhéngige DNA-Polymerase )

» MgCl,

» Primer

» Desoxyribonukleosidtriphosphate = ANTPs (dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
» Pufferlosung

Prinzip der PCR ist die Synthese eines DNA-Stranges, komplementér zu einem Aus-
gangsstrang. Dieser als Matrize bezeichnete Ausgangsstrang kann entweder selbst
DNA-Sequenz oder RNA sein. In beiden Fillen laufen die einzelnen Arbeitsschritte in
einem Thermocycler ab, der die optimale Temperatur fiir jeden Schritt einstellt. Die
einzelnen Reaktionsabldaufe von cDNA-Synthese und Genamplifikation unterscheiden

sich jedoch voneinander:

Bei der cDNA-Synthese dient eine mRNA als Matrize. An den Poly-A Schwanz der
mRNA bindet der Primer (,,Annealing®), an dessen 3’-OH-Ende die Reverse
Transkriptase dNTPs anlagert. Die Abfolge der dNTPs ist komplementdr zur Sequenz
der RNA und es entsteht ein RNA-DNA-Hybridstrang. Nach Abspaltung des RNA-

Strangs und erneuter Anlagerung von dNTPs an den freigewordenen DNA-
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Einzelstrang entsteht die doppelstringige cDNA (Abbildung 19) [Rassow et al., 2006,
S.492ff].

. v B By
- n

AAAA(A), AAAA(A)
e | L
31 5( ) T
[TITTTTTITTTT Aasa(), <«—— O v mTrKAAjAZA(A)
5 3 N3

mRNA-cDNA-Hybrid

3 l 5 Y% y & s

AAAA(A),

‘ ‘ D 1 ‘
3 TP 5 3 G5

5¢ l 3 @ = Oligo dT-Primer @= Primer

NN

rr | =reverse Transkriptase

3 ¢DNA >

Abbildung 19 Synthese von cDNA aus mRNA, nach Rassow et al., 2006, S.492ff

Die Genamplifikation verlduft in drei sich wiederholenden Schritten. Im Gegensatz
zur cDNA-Synthese aus einstrangiger RNA muss hier die doppelstrangige DNA durch
Hitze erst denaturiert werden. Dabei losen sich die Wasserstoffbriickenbindungen auf
und es entstehen DNA-Einzelstrange. An diese hybridisieren anschliefend die Primer
bei einer fiir sie spezifischen Temperatur (Annealing-Temperatur). Diese ist umso ho-
her, je groBer der Gehalt an Wasserstoftbriickenbindung-reichen GC-Sequenzen ist.
Im dritten Schritt — der Elongation oder Amplifikation — dient jeder Einzelstrang als
Matrize fiir die Synthese eines Komplementirstranges durch die hitzestabile taq-
Polymerase, die vom 3’-OH-Ende der Primer ausgeht. Die tag-Polymerase lagert bei
70-72 °C dNTPs an den neu entstehenden Strang an und schafft damit eine identische
Kopie der Ausgangs-DNA. Bei jeder weiteren Wiederholung dieser Schritte (insge-
samt 20-40 Zyklen) wird jeder neue Strang selbst als Matrize verwendet, so dass sich
die Anzahl an Kopien der DNA-Sequenz exponentiell erhoht (Abbildung 20) [Rassow
et al., 2006, S.492ff].
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Abbildung 20 Amplifikation einer DNA-Sequenz, nach Rassow et al., 2006, S.492ff

4.5.2 Durchfiihrung der cDNA-Synthese

Als erstes muss errechnet werden, welches Volumen der verwendeten RNA-
Suspension 4 pg RNA enthilt. Zu diesem Volumen wurden 1 pl Oligo(dT);s Primer
und 1 pl Random Hexamer Primer pipettiert und die Probe auf 11 pl mit x ul DEPC-

H,0 aufgefiillt.

4,0 ng /[RNA] + 1 pl Oligo(dT);s + 1 pl Random Hexamer + x pl DEPC-H20 = 11 pl

Dieser Reaktionsansatz wurde iiber 5 Minuten im Thermocycler bei 65 °C denaturiert.

Anschliefend wurden zu jeder Probe 9 pl eines Mastermix pipettiert. Dieser wurde

wie folgt hergestellt:

Volumen
4 ul
1 ul
2 ul
2 ul

Stoff
Reaktionspuffer (5x)
RNAse Inhibitor
dNTPs (10 mM)

Reverse Transkriptase

Tabelle 19 Herstellung des Mastermix fiir die cDNA-Synthese
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Mit den resultierenden 20 pl Gesamtvolumen pro Probe wurde die PCR vollstindig

durchgefiihrt und die fertige cDNA im Verhiéltnis 1:10 mit DEPC-H,0 verdiinnt.

4.5.3 Durchfiihrung der Genamplifikation
Fiir die Amplifikation definierter DNA-Sequenzen wurden 4-6 pl der im vorherigen
Schritt hergestellten cDNA eingesetzt. Zu diesem Volumen wurde der Mastermix pi-

pettiert, der sich folgendermaflen zusammensetzt:

Volumen Stoff

2 ul Reaktionspuffer BD
2 ul MgCl,

1 ul Forward Primer

1 ul Reverse Primer

1,5 ul dNTPs (10 mM)

0,1 ul Taq Polymerase

Tabelle 20 Herstellung des Mastermix fiir die Genamplifikation

Das Gemisch wurde mit DEPC-H,O auf ein Gesamtvolumen von 20 ul aufgefiillt. Mit

diesem Volumen wurde die PCR gestartet.

4.5.4 Gelelektrophorese und densitometrische Analyse
Zur Auswertung wurde jeder Probe amplifizierter DNA 7 ul Ladepuffer zugefiigt und
von diesem Gemisch anschlieBend 10 pl auf ein 1,8%iges Agarosegel aufgetragen
(Herstellung siehe 4.4.2 mit 1,8 statt 1,5 g Agarose). Nach 30 Minuten im elektrischen
Feld bei 90 Volt wurden die DNA-Banden unter UV-Licht fotografiert und anschlie-
Bend mit der Software Image J densitometrisch analysiert. Die Normalisierung der
gemessenen Werte erfolgte dabei auf die korrespondierenden Ergebnisse fiir PCRs mit

den House-keeping-Genen GAPDH oder $-actin.
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4.6 Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

4.6.1 Prinzip eines ELISAs
Der Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) stellt eine Methode dar, mit deren
Hilfe sich Proteine und niedermolekulare Verbindungen — also z.B. Antikérper oder
Antigene — nachweisen lassen. Prinzip des ELISAs ist die Bindung von Antikorpern
(meist von Kaninchen oder Maus stammend) an ein zu untersuchendes Antigen
[Schartl et al., 2009, S.840]. Durch einen zweiten Antikorper, der gegen die Fc-
Region der antigengebundenen Antikdrper gerichtet ist und Enzymaktivitit besitzt
(z.B. alkalische Phosphatase oder Meerrettich-Peroxidase), kann nach Zugabe eines
chromogenen Substrats ein Farbumschlag erzielt werden. Dieser stellt im Photometer
ein MaB fiir die Konzentration des gesuchten Antigens dar. Wegen der Anordnung
Antigen-Antikorper-Antikdrper wird diese Methode auch als ,,Sandwich ELISA* be-
zeichnet, wobei der erste Antikorper in der Regel bereits als ,,Deckschicht® auf den
verwendeten Platten aufgetragen ist und nicht mehr extra zugefiigt werden muss. Eine
dhnliche aber schneller durchfiihrbare Methode ist die Verwendung eines monoklona-
len Antikorpers, der das gesuchte Antigen direkt erkennt und gleichzeitig selbst En-
zymaktivitét flir eine Farbreaktion besitzt. Die Bestimmung der 25-Hydroxy-Vitamin
D-Konzentration im Patientenserum wurde mit einem direkten ELISA durchgefiihrt,
die von Sclerostin mittels traditionellem Sandwich-ELISA. Als Kontrolle diente Se-

rum gesunder Probanden.

4.6.2 Bestimmung der Serumkonzentration von 25-Hydroxy-Vitamin D
Der ELISA wurde gemil des Protokolls des Herstellers durchgefiihrt: Reagenzien und
Proben wurden auf Raumtemperatur erwirmt. 30 pl jeder Serumprobe wurden mit 300
ul Freisetzungsreagenz vermischt und eine Stunde bei 37° C inkubiert. Nach dem Zu-
fiigen von 600 pl Verdiinnungspuffer wurden 50 ul des Gemischs in die Mikrotiter-
streifen pipettiert und mit 150 pl Antikorperlosung (Anti 25-Hydroxy-Vitamin D An-
tikdrper) versetzt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation im Dunkeln bei 8-10° C. Zur
Entfernung der nicht an die Oberfléiche gebundenen Probenantigene wurde der Uber-
stand abpipettiert und jeder Streifen fiinfmal mit 250 ul Waschpuffer gewaschen. Da-

nach wurden pro Vertiefung 200 ul Konjugat zupipettiert und die Streifen nochmals
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fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nach nochmaligem Verwerfen des
Uberstandes und anschlieBendem Waschen wurden 200 pl Substrat hinzupipettiert und
das Gemisch fiir 10-15 Minuten unter Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Der
Abbruch der ablaufenden Enzymreaktion wurde durch 50 pl Stopplosung herbeige-
fiihrt und die Extinktion bei 450 nm im Photometer gemessen. Zur Auswertung wur-
den die Messwerte mit der Extinktion bei einer Referenzwellenldnge von 650 nm ver-

glichen und ins Verhiltnis zu den Kontrollproben gesetzt.

4.6.3 Bestimmung der Serumkonzentration von Sclerostin
Auch der Sclerostin ELISA wurde entsprechend den Angaben des Herstellers durch-
gefiihrt. Zur Vorbereitung wurde die Waschlosung 1:20 verdiinnt, die Antikorperls-
sung mit 7 ml Puffer rekonstituiert und beide Losungen fiir 30 Minuten bei 2-8 °C
gekiihlt. Anschliefend wurden jeweils 400 pl der Waschlosung in die Vertiefungen
einer 96 well-Platte pipettiert und fiir 2 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
dem Abziehen der Fliissigkeit wurden jeweils 25 ul der Einzelproben, Kontrollseren
und Standards in die Vertiefungen eingebracht und dort mit 50 ul Matrixlésung und
50 pl Antikorperldsung (polyklonaler Antikdrper und monoklonaler Antikdrper mit
Meerrettich-Peroxidase) versetzt. Das Gemisch wurde anschlieBend fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur und dann bei 2-8 °C iiber Nacht inkubiert. Nach viermaligem Wa-
schen mit gekiihltem Waschpuffer wurden jeder Probe 100 pl Substrat zugefiigt und
die Platten fiir 20-30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Die ablau-
fende Enzymreaktion wurde mit 100 pl Stopplosung abgebrochen und die Extinktion
bei 450 nm gemessen. Auch hier wurde zur Auswertung die Extinktionsénderung bei
450 nm gegeniiber der Referenzwellenlinge von 650 nm verglichen und die resultie-

renden Messwerte ins Verhéltnis zu den Kontrollproben gesetzt.

4.7 Knochendichtemessung

4.7.1 Prinzip der Knochendichtebestimmung
Die Knochendichte wurde iiber die Methode nach Philips mittels quantitativer Compu-
tertomografie (QCT) bestimmt. Dabei ermittelt eine Software auf CT-Aufnahmen der

Wirbelsdule Absorptionskoeffizienten im Spongiosaraum der Wirbelkdrper und setzt
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diese ins Verhéltnis zu Absorptionskoeffizienten in Fettgewebe [nach Reiser et al.,

2006, S.322; Mueller et al., 2011]. Aus den Messwerten errechnet die Software den

BMD-Wert (bone mineral density) und den T-Score. Fiir diese Arbeit wurden sagittale

CT-Bilder der Wirbelsdule verwendet. Die Messfelder wurden in die Lendenwirbel-

korper eins bis drei gelegt. Als gesunde Kontrolle dienten T-Scores aus DEXA-

Messungen

lebergesunder Patienten.
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Abbildung 21 Messfelder im sagittalen CT-Bild zur Knochendichtebestimmung

4.7.2  Klassifikation — der BMD-Wert und T-Score

Der iiber die QCT gemessene BMD-Wert wird in mg Hydroxylapatit pro ml trabeku-

larer Knochen angegeben. Der T-Score hingegen stellt eine dimensionslose Zahl dar,

die widerspiegelt, in wie weit sich die Knochendichte einer betreffenden Person vom

Referenzwert eines gesunden jungen, gleichgeschlechtlichen Erwachsenen in Stan-

dardabweichungen (SD) unterscheidet. Durch die Verwendung des dimensionslosen

T-Scores lassen sich Messungen, die mit unterschiedlichen Methoden durchgefiihrt

wurden (hier: DEXA und QCT), vergleichen [Kiechle et al., 2007, S. 163]. Tabelle 21

zeigt die dabei geltenden Grenzwerte:

> 120
80 bis 120
<80

BMD (mg Hydroxylapatit/ml trabekulirer Knochen)

Normal
Osteopenie

Osteoporose

T-Score (in SD)

> -1
-1 bis -2,5
<25

Normal
Osteopenie

Osteoporose

Tabelle 21 Grenzwerte des BMD und T-Scores, nach Kiechle et al., 2007, S.163
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5. Statistische Auswertung

. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde zum Vergleich zweier Test-
merkmale ein t-Test (Mann-Whitney) durchgefiihrt. Wurden mehr als zwei Test-
merkmale miteinander verglichen, erfolgte eine Analyse mittels one-way analysis of
variance (Anova) Test. Das Signifikanzniveau wurde fiir p < 0,05 als ausreichend

festgelegt. Die Auswertung wurde mit Graphpad Prism durchgefiihrt.
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T-Score

6. Ergebnisse

6.1 Patienten mit Leberzirrhose haben eine schlechte Knochendichte
Die Bestimmung des T-Scores (Tabelle 22) ergibt fiir alle untersuchten Patienten mit
Leberzirrhose (N=18) im Vergleich zum alters- und geschlechtsnormalisierten Kon-
trollkollektiv (N=23) signifikant niedrigere Werte (T-Score Kontrolle = -0,56 SD; T-
Score Zirrhose =-1,91 SD; p < 0,01; one-way Anova). Aufgeteilt in die Child Stadien
findet sich eine signifikante Abnahme der Knochendichte bei Patienten mit Child A-
Zirrhose (N=9) gegeniiber der gesunden Kontrolle (p < 0,05; one-way Anova). Ein T-
Score < -1 SD korreliert mit der Osteoporosevorstufe Osteopenie. Im Durchschnitt
zeigen alle Child Stadien T-Scores < -1 (Child A: -2,2 SD; Child B: -1,5 SD; Child C:
-2,2 SD). Die gesunde Kontrolle liegt mit ihrem Durchschnittswert im physiologi-
schen Bereich. Damit zeigt dieses Ergebnis, dass Zirrhosepatienten stirker von struk-

tureller Knochenschéddigung bedroht sind, als ein gesundes Vergleichskollektiv.
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Abbildung 23 T-Score Kontrolle vs. Child A-C,
signifikante Abnahme des T-Scores bei Child A,
sichtbarer Trend bei Child B und C (* p <0,05)

Abbildung 22 T-Score Kontrolle vs. Zirrhose-
Gesamtkollektiv, signifikante Abnahme des T-
Scores in der Zirrhosegruppe (** p <0,01)
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Kontrolle

Alter | T-Score

57
65
60
54
42
59
71
60
70
57
55
55
70
49
49
49
68
56
68
64
61
60
46

23
0,3
1,1
2
0,1
2,1
2,6
1,8
0,7
20,2
0,1
-0,3
23
-0,4
1
-0,3
1,5
0,3
0,2
2,4
-0,2
1
1,6

Geschlecht

W

8 8 B B B B B £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ £ 2 £ %

m

Zirrhosepatienten
Alter | Child | T-Score | Geschlecht
71 A -2,7 w
54 A -0,2 W
71 A -4,3 W
69 A -4,0 m
65 A -3,5 m
33 A -1,3 m
57 A -0,1 m
62 A -2,3 m
61 A -1,3 m
70 B -2,7 w
56 B -3.4 w
48 B -2,4 w
70 B -1,2 m
44 B 0,5 m
64 B -0,4 m
50 B -0,6 m
56 C -2,2 m
59 C -2,2 m

Tabelle 22 T-Scores der gesunden Kontrolle und der Zirrhosepatienten
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6.2 Die TGF-B-Serumkonzentration ist bei Zirrhose-Patienten erhoht
Bei der Bestimmung der TGF-B-Konzentration im Serum wurden zirrhotische Lebern
der Child-Stadien A-C (Child A (N=23), Child B (N=13), Child C (N=10)) mit einer
gesunden Kontrolle (N=12) verglichen. Dabei zeigten sich in allen Child-Stadien si-
gnifikant héhere TGF-f-Spiegel als in der Kontrolle (Child A: [TGF-f] = 73,8 ng/ml;
Child B: [TGF-B] = 69,9 ng/ml; Child C: [TGF-f] = 60,5 ng/ml; Kontrolle: [TGF-f]
= 22,7 ng/ml; p <0,01; one-way Anova).
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Abbildung 24 TGF-$ Serumkonzentration Kontrolle vs. Child A-C, signifikant hohere Konzentrationen im
Serum von Patienten mit Zirrhose (** p <0,01; *** p <0,001)
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smurf 1 / GAPDH

6.3 Ergebnisse der PCRs

6.3.1 Die Leberzirrhose hat keinen Einfluss auf die hepatische Genexpression der Regu-

latorproteine smurf 1, smurf 2, SARA, Ski und SnoN

Die densitometrische Analyse der jeweiligen PCRs lieferte keinen signifikanten Un-

terschied zwischen der Genexpression von smurf 1, smurf 2, SARA, Ski und SnoN in

zirrhotischer (N=12) und derjenigen in nicht zirrhotischer (N=10) Leber. Die Genex-

pression der Regulatorproteine des TGF-B-Signalwegs ist nach diesen Daten unabhén-

gig vom Gesundheitszustand der Leber. Abbildung 25 und 26 zeigen exemplarisch die

Ergebnisse fiir smurf 1 und SARA in Relation zum House-keeping-Gen GAPDH.
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Abbildung 25 Fehlender Einfluss der Leberzir-
rhose auf Regulatorproteine des TGF--

Signalwegs am Beispiel der Genexpression von
smurf 1

SARA / GAPDH
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Abbildung 26 Fehlender Einfluss der Leberzir-
rhose auf Regulatorproteine des TGF--

Signalwegs am Beispiel der Genexpression von
SARA
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6.3.2 Osteopontin, Osteocalcin, Osteonectin, RANKL und TNF o kénnen in Lebergewebe
nachgewiesen werden, sind bei Zirrhose aber nicht reguliert
Die Genexpression der Regulatorproteine des Knochenstoffwechsels Osteopontin
(nicht zirrhotisch: N=10, zirrhotisch: N=12), Osteocalcin (nicht zirrhotisch: N=10, zir-
rhotisch: N=12), Osteonectin (nicht zirrhotisch: N=10, zirrhotisch: N=12), RANKL
(nicht zirrhotisch: N=10, zirrhotisch: N=12) und TNFa (nicht zirrhotisch: N=10, zir-
rhotisch: N=12) konnten in Lebergewebe nachgewiesen werden. Die Genexpression
von Osteopontin zeigt einen Aufwirtstrend im zirrhotischen Gewebe (p = 0,1059; t-
test). Die iibrigen Proteine zeigen keinen signifikanten Unterschied zwischen Zirrhose

und Kontrolle. Somit hat die Leberzirrhose keinen regulierenden Einfluss auf deren

Genexpression.
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Abbildung 27 Genexpression von Osteopontin in Lebergewebe, Aufwiirtstrend in der Zirrhosegruppe ge-
geniiber der nicht zirrhotischen Kontrolle
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Osteocalcin / GAPDH

RANKL / GAPDH
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Abbildung 28 Genexpression von Osteocalcin in
Lebergewebe, kein signifikanter Unterschied
zwischen Zirrhose und Kontrolle
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Abbildung 30 Genexpression von RANKL in
Lebergewebe, kein signifikanter Unterschied
zwischen Zirrhose und Kontrolle

Osteonectin / GAPDH

TNFo / GAPDH
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Abbildung 29 Genexpression von Osteonectin in
Lebergewebe, kein signifikanter Unterschied
zwischen Zirrhose und Kontrolle
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Abbildung 31 Genexpression von TNFa in Le-
bergewebe, kein signifikanter Unterschied zwi-
schen Zirrhose und Kontrolle
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6.3.3 Die Genexpression von Osteoprotegerin ist in Lebergewebe nachweisbar und dort
bei Zirrhose herabreguliert
Mit der densitometrischen Analyse der PCR konnte nachgewiesen werden, dass das
Gen fiir Osteoprotegerin in Lebergewebe exprimiert wird. Bei Zirrhose (N=16) erfahrt
diese Exprimierung im Vergleich zu nicht zirrhotischem Gewebe (N=14) eine signifi-
kante Regulierung nach unten (nicht zirrhotisch: OPG/GAPDH = 1,10; zirrhotisch:
OPG/GAPDH = 0,83; p < 0,05; t-test).

OPG / GAPDH
[\

0 T
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&
A»
<
\&\
N=14 N=16

Abbildung 32 Genexpression von OPG in Lebergewebe, signifikante Verringerung bei Zirrhose (* p <0,05)
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6.3.4 Die Genexpression des Vitamin D-bindenden Proteins ist in zirrhotischer Leber
herabreguliert
In der densitometrischen Analyse der PCR zeigte sich ein signifikanter Unterschied in
der Genexpression des Vitamin D-bindenden Proteins (Gen-Name: GC) zwischen
Kontrolle und Zirrhosegruppe. Zirrhotisches Lebergewebe (N=12) weist eine signifi-
kante Herabregulierung gegeniiber der nicht zirrhotischen Kontrolle (N=16) auf (Zir-
rhose: GC/GAPDH = 0,23; Keine Zirrhose: GC/GAPDH = 0,65; p < 0,001; t-test). In
zirrthotischem Lebergewebe kann demnach das Protein fiir den Transport hydrophober

Vorstufen des 1,25(OH),-Vitamin Ds fehlen.
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Abbildung 33 Genexpression von Vitamin D-bindendem Protein (GC) in Lebergewebe, signifikante Abnah-
me der Expression bei Leberzirrhose (*** p <0,001)
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6.3.5 Die hepatische Genexpression von CYP2RI zeigt bei Leberzirrhose keine Ande-
rung

Die densitometrische Analyse der PCR lieferte keinen signifikanten Unterschied zwi-

schen zirrhotischen (N=16) und nicht zirrhotischen (N=12) Lebern hinsichtlich der

Genexpression von CYP2R1. Nach diesen Daten hat die Leberzirrhose keine Auswir-

kung auf das von diesem Gen kodierte Enzym des Vitamin D-Stoffwechsels.
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Abbildung 34 Genexpression von CYP2R1 in Lebergewebe, kein signifikanter Unterschied zwischen zirrho-
tischer und nicht zirrhotischer Leber
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6.3.6 Die Genexpression von DHCR?7 erfdhrt in zirrhotischem Lebergewebe eine Regu-

lation nach oben
Mit der densitometrischen Analyse der PCR lief3 sich nachweisen, dass die Expression
des Gens der 7-Dehydrocholesterolreduktase in der Gruppe der Leberzirrhosepatienten
(N=17) eine signifikante Regulation nach oben erfahrt, verglichen mit der nicht zirrho-
tischen Kontrolle (N=13) (Zirrthose: DHCR7/B-actin = 0,50; keine Zirrhose:
DHCR7/B-actin = 0,21; p < 0,05; t-test). Damit ist bei Zirrhose eine gesteigerte Akti-
vitdt des Enzyms, das die Reduktion von 7-Dehydrocholesterol zu Cholesterol kataly-

siert, denkbar.
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Abbildung 35 Genexpression von DHCR?7 in Lebergewebe, signifikante Regulation nach oben in der Zirrho-
segruppe, verglichen mit der nicht zirrhotischen Kontrolle (* p < 0,05)
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6.3.7 Die Genexpression von CYP27A1 ist in zirrhotischem Lebergewebe herabreguliert
Fir CYP27A1, das in der 1,25(OH),-Vitamin Ds-Synthese fiir eine Hydroxylase ko-
diert, war in der densitometrischen Analyse der PCR in zirrhotischen (N=16) gegen-
iiber nicht zirrhotischen (N=12) Lebern eine signifikante Herabregulierung der Ge-
nexpression erkennbar (keine Zirrhose: CYP27A1/GAPDH = 0,75; Zirrhose:
CYP27A1/GAPDH = 0,33; p < 0,05; t-test). Dies kann eine Verringerung der Konzen-
tration einer entscheidenden Hydroxylase der 1,25(OH),-Vitamin Ds-Synthese bei Le-

berzirrhose bedingen.
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Abbildung 36 Genexpression von CYP2A1 in Lebergewebe, signifikante Abnahme in der Zirrhosegruppe
gegeniiber der nicht zirrhotischen Gruppe (* p <0,05)
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6.4 ELISA

6.4.1 Die Konzentration von 25-Hydroxy-Vitamin D ist im Serum zirrhotischer Patien-
ten erniedrigt
Die Auswertung des ELISAs fiir 25-Hydroxy-Vitamin D zeigte im Vergleich zur Kon-
trolle (N=6; [25-Hydroxy Vitamin D] = 133,52 nmol/l) signifikant niedrigere Serum-
konzentrationen von 25-Hydroxy-Vitamin D bei Child A-C Zirrhose (Child A: N=13;
[25-Hydroxy-Vitamin D] = 45,03 nmol/lI; Child B: N=15; [25-Hydroxy-Vitamin D] =
35,79 nmol/l; Child C: N=6; [25-Hydroxy-Vitamin D] = 27,42 nmol/l). 25-Hydroxy-
Vitamin D ist das Produkt des hepatischen Abschnitts der 1,25(OH),-Vitamin Ds-
Synthese. Damit legt dieses Ergebnis nahe, dass der hepatische Anteil der 1,25(0OH),-

Vitamin Ds-Synthese bei Leberzirrhose reduziert ist (p < 0,001; one-way Anova).
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Abbildung 37 Serumkonzentration von 25-Hydroxy-Vitamin D, signifikante Abnahme bei Leberzirrhose
Child A-C gegeniiber der gesunden Kontrolle (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001)
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Sclerostin [ng/ml]

6.4.2 Die Sclerostin-Serumkonzentration ist bei Leberzirrhose erhoht

Die Auswertung des ELISA fiir Sclerostin zeigte eine signifikante Erhdhung der Scle-

rostinkonzentration im Serum zirrhotischer Patienten (N=34) gegeniiber der gesunden

Kontrolle (N=6) (Zirrhotisch: [Sclerostin] = 0,32 ng/ml; nicht zirrhotisch: [Sclerostin]

= 0,05 ng/ml; p < 0,05; t-test). Dieser Unterschied ist nach Auftrennung der Zirrhose-

gruppe in Child A-C noch als Trend erkennbar (p = 0,1306). Bei Leberzirrhose ist

demnach die Serumkonzentration eines wesentlichen Inhibitors der Osteoblastenfunk-

tion erhoht.
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Abbildung 38 Serumkonzentration von Sclero-
stin (Kontrolle vs. Zirrhose-Gesamtkollektiv).
Signifikante Zunahme bei Zirrhose gegeniiber
gesunder Kontrolle (* p <0,05)

Sclerostin [ng/ml]
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Abbildung 39 Serumkonzentration von Sclero-
stin (Kontrolle vs. Child A-C), sichtbare Ten-
denz zur Zunahme bei Leberzirrhose Child A-C
gegeniiber gesunder Kontrolle



7. Diskussion

. Diskussion

Bei chronischen Lebererkrankungen ist das Auftreten struktureller Verdanderungen im
Knochen ein schon seit den 1960er Jahren bekanntes Phinomen [Paterson et al.,
1967]. Seither wurde viel Forschungsarbeit auf diesem Gebiet geleistet. Heute ist diese
Assoziation als hepatische Osteodystrophie bekannt, stellt jedoch — zum Leidwesen
der Patienten — ein zu selten diagnostiziertes Krankheitsbild dar [Goel et al., 2010].
Als mogliche pathogenetische Faktoren kommen unter anderem Stérungen im Calci-
um-, Vitamin K- und Vitamin D-Stoffwechsel, genetische Veranlagung oder Verinde-
rungen im OPG-RANKL-System in Frage [Gasser, 2008], wobei die Rolle von OPG
und RANKL von einigen Autoren als ungewiss eingestuft wird [Guafiabens et al.,
2009]. Auch ist bisher unklar, welche Bedeutung den unterschiedlichen Faktoren zu-

kommt.

Vornehmliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Rolle von TGF-f in der Pa-
thogenese der Leberzirrhose ndher zu beleuchten. Dies sollte durch Betrachtung zwei-
er Systeme geschehen, die iiber diesen Wachstumsfaktor miteinander verbunden sind:
Das OPG-RANKL-System und der Vitamin D-Stoffwechsel. Im OPG-RANKL-
System hat TGF-f3 auf die RANKL-RANK-Achse in Osteoblasten agonistische Wir-
kung. Es beeinflusst negativ die Bildung von OPG — Antagonist des RANKL — und
erhoht gleichzeitig die mRNA-Konzentration von RANKL [Jurado et al., 2010]. Vit-
amin D fordert wiederum die Ausschiittung von TGF-f in Osteoblasten [Finkelmann
et al., 1991; Deetjen et al., 2005] und nimmt Einfluss auf die Aktivitit von Osteokla-
sten, indem es Synthese und Freisetzung von RANKL aus Osteoblasten stimuliert
[Plum et al., 2010]. Vor der Untersuchung etwaiger Verdnderungen dieser Regulati-
onswege, musste in einem ersten Schritt untersucht werden, ob das untersuchte zirrho-
tische Patientenkollektiv eine schlechtere Knochendichte zeigt, als eine gesunde Kon-

trolle.

Zu diesem Zweck wurden CT-Aufnahmen der betroffenen Zirrhosepatienten (N=18)
mit solchen eines alters- und geschlechtsstandardisierten gesunden Kontrollkollektivs
(N=23) mittels der Methode nach Philips [Mueller et al., 2011] verglichen. Die erho-
benen Daten zeigen, dass der durchschnittliche T-Score, verglichen mit der gesunden

Kontrolle, bei Zirrhosepatienten signifikant niedriger ist (-1,91 SD vs. -0,56 SD; p <
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0,01; t-test) und in allen Zirrhosegruppen im Durchschnitt in dem Bereich liegt, der
von der WHO als ,,Osteopenie* (T-Score -1 bis -2,5 SD) definiert ist (Child A: -2,19
SD; Child B: -1,5 SD; Child C: -2,20 SD). Die Patienten der Kontrollgruppe liegen
mit einem gemittelten T-Score von -0,56 SD im von der WHO als physiologisch defi-
nierten Bereich (T-Score > -1 SD). Es wire zu erwarten gewesen, dass die Abnahme
der Knochendichte mit der Verschlechterung des Zirrhosestadiums korreliert [Mone-
gal et al., 1997; Guanabens et al., 2010]. Der Vergleich der einzelnen Child Stadien
untereinander ergab jedoch nur eine signifikante Verringerung des T-Scores bei Child
A-Patienten (N=9) gegeniiber der Kontrolle (-0,56 SD vs. -2,19 SD; p < 0,05; t-test).
In anderen Studien konnte aber gezeigt werden, dass Patienten mit Child C-Zirrhose
eine signifikant niedrigere Knochendichte im Vergleich zu Child A aufweisen [Mone-
gal et al, 1997]. Die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit das Signifikanzniveau
zwischen Kontrolle und Child B (N=7) bzw. Child C (N=2) nicht erreicht werden
konnte, kann auBBer Acht gelassen werden, weil es auf das zu kleine Patientenkollektiv
zuriickzufiihren sein sollte. Somit haben sich auch in der vorliegenden Arbeit die bis-
herigen Beobachtungen bestétigt, dass Patienten mit chronischer Lebererkrankung ei-
ne schlechte Knochendichte haben [Diamond et al., 1990; Collier, 2007; Angulo et al.,
2010; Guanabens et al., 2010; Lépez-Larramona et al., 2011; Luxon et al., 2011] und
damit ein erhohtes Risiko fiir die Entwicklung einer Osteoporose aufweisen bzw. frak-

turgefdhrdet sind.

Nach der Beobachtung der Knochendichteabnahme im zirrhotischen Patientenkollek-
tiv sollte der TGF-p-Signalweg untersucht werden. Dieser Wachstumsfaktor steht im
Verdacht das Bindeglied zwischen chronischer Inflammation (Leberzirrhose) und Ver-
lust von Knochenmasse (Osteopenie oder Osteoporose) im Entstehungsprozess der

hepatischen Osteodystrophie zu sein [Ehnert et al., 2010].

Zundchst wurden  mittels Reporterzellen  Verdnderungen der  TGF-f3-
Serumkonzentration bei Patienten mit Leberzirrhose gesucht. Es zeigte sich, dass jedes
Child Stadium (Child A: N=23; Child B: N=13; Child C: N=10) signifikant hohere
Konzentrationen an TGF- aufweist als die gesunde Kontrolle (N=12) (Child A:
[TGF-B] = 73,8 ng/ml; Child B: [TGF-B] = 69,9 ng/ml; Child C: [TGF-B] = 60,5
ng/ml; Kontrolle: [TGF-B] = 22,7 ng/ml; p < 0,01; one-way Anova). Dieses Ergebnis

unterstiitzt den negativen Zusammenhang zwischen Leberrestfunktion bei Zirrhose
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und TGF-B-Serumkonzentration [Wanninger et al., 2011]. Es liefert aber auch eine
Erklarungsmoglichkeit fiir die Abnahme der Knochendichte im zirrhotischen Patien-
tenkollektiv, denn alle drei wesentlichen Knochenzellen werden durch hohe TGF-f3-
Konzentrationen in Richtung des Knochenabbaus beeinflusst. In Osteozyten wird die
Sclerostinausschiittung gefordert und damit Knochenaufbau durch Osteoblasten ge-
hemmt [Sutherland et al., 2004; Kennetz et al., 2005; Loots et al., 2011]. Die Kno-
chenmatrix abbauenden Osteoklasten differenzieren sich unter TGF-B-Einfluss ver-
starkt aus Monozyten [Fox et al., 2005]. In Osteoblasten wirkt TGF-f {iber die Erho-
hung der RANKL-Genexpression bzw. Herabregulierung der OPG-Genexpression
forderlich auf die Osteoklastentétigkeit und begiinstigt so wiederum den Knochenab-

bau [Jurado et al., 2010].

Die Frage ist, worin die Ursache der erhhten TGF-f-Konzentration im Serum zirrho-
tischer Patienten liegt. Den folgenden Uberlegungen und Versuchen liegt die Erkennt-
nis zu Grunde, dass TGF-f in fibrotischem Lebergewebe seine Sezernierung selbst
positiv beeinflusst [Dooley et al., 2008], steigende Konzentrationen des Wachstums-
faktors also eine gesteigerte hepatische Sezernierung von TGF-f§ bewirken. Im TGF-
B-Signalweg existieren einige Komponenten, die im Sinne eines positiven oder nega-
tiven Feedbacks das eingehende Signal und damit auch dessen Effekt — z.B. die TGF-
B-Sezernierung — manipulieren. Zu ihnen zdhlen der BMP and Activin membrane-
bound inhibitor (BAMBI), das Sloan-Kettering Institute proto-oncogene (Ski), das
Ski-related novel gene N (SnoN), der Smad anchor for receptor activation (SARA)
sowie der Smad ubiquitylation factor 1 und 2 (smurf 1 und 2) [Massagu¢ et al., 2000;
Wanninger et al., 2011; Stroschein et al., 1999]. Unter der Hypothese, im Zuge einer
zirrhotischen Lebererkrankung miisse wenigstens einer dieser Faktoren derart verdn-
dert sein, dass eine Selbstregulation des TGF-B-Signals nicht mehr mdglich ist, wur-
den in der vorliegenden Arbeit wesentliche Vertreter (smurf 1, smurf 2, SARA, Ski
und SnoN) hinsichtlich ihrer Genexpression in Lebergewebe mittels Reverser

Transkriptase PCR untersucht.

Die Expression aller Proteine konnte in nicht zirrhotischer wie auch in zirrhotischer
Leber nachgewiesen werden, was sich im Einklang mit bisherigen Studienergebnissen
befindet [Cai et al., 2006; Tao et al., 2006; Macias-Silva et al., 2002]. Allerdings be-

stand fiir kein Protein ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Zu
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einem dhnlichen Ergebnis kommt eine andere Arbeit, die nach einer TGF-§-
vermittelten Verdnderung der Expression dieser Gene — allerdings in Osteoblasten —
gesucht hat [Ehnert et al., 2010]. Lediglich das Gen fiir SnoN wurde bei Ehnert et al.
nach Stimulation humaner Osteoblasten mit TGF-f ausgeprigter exprimiert. Interes-
santerweise zeigt eine andere Forschungsgruppe, dass die SnoN-Expression in Hepa-
tozyten bei chronischer Lebererkrankung — die ja ebenfalls mit hohen TGF-B-Spiegeln
einhergeht — eine Abschwichung erfdhrt [Cai et al., 2006]. SnoN unterdriickt als Co-
Repressor im Zellkern TGF-f-Signale, die die Transkription fordern [Massagué,
2000]. Sollte eine gesteigerte hepatische Sezernierung von TGF-f auf eine Verdnde-
rung der SnoN-Expression zurlickzufiihren sein, miisste sie wie bei Cai et al. verrin-
gert sein. In der vorliegenden Arbeit war diese Verringerung nicht messbar und fiir
Osteoblasten scheint das Gegenteil zu gelten. Damit ist die Datenlage noch inkonsi-
stent und die hier aufgestellte Hypothese der Einflussnahme von SnoN auf die hepati-
sche Selbstregulation von TGF-f3 kann noch nicht endgiiltig bestétigt oder verworfen

werden.

Eine chinesische Forschungsgruppe zeigte in ihrem Rattenmodell beziiglich der Ge-
nexpression von smurf 2 eine Verdnderung im Rahmen des fibrotischen Umbaus. Wo-
chen nach der Induktion eines Leberschadens konnte ein Anstieg von smurf 2 gemes-
sen werden [Cai et al., 2006]. Smurf 1 und 2 haben in der TGF-f-Signalkaskade die
Funktion, die intrazelluldre Signaliibertragung negativ zu regulieren bzw. zu beenden,
indem sie wesentliche Komponenten der Ubiquitinierung zufiihren [Zhu et al., 1999;
Massagué, 2000]. Weder die in der vorliegenden Arbeit gemessene fehlende Ande-
rung im Expressionsmuster, noch eine Erhohung der Expression von smurf 2, wie sie
von Cai et al. beschrieben wird, sind jedoch Verinderungen, die die TGF-f3-
Sezernierung positiv beeinflussen wiirden. Ein Mangel an smurf 1 oder 2 wiirde mit
verzogertem Abbau von Signalwegskomponenten mittels Ubiquitinierung einherge-
hen. Somit konnte lediglich eine Herabregulation der smurf 1- oder smurf 2-
Genexpression eine Forderung des TGF-B-Signals und damit Steigerung der TGF-§3-
Freisetzung erkldren. Eine derartige Verringerung ist bis zum jetzigen Zeitpunkt aller-
dings noch nicht beschrieben. Die Hypothese, smurf 1 oder 2 bewirke {iber eine bei
Leberzirrhose verdnderte Genexpression eine gesteigerte hepatische Sezernierung von

TGF-f, kann mit den ermittelten Daten verworfen werden.

63



7. Diskussion

Ahnlich verhilt es sich mit SARA. Tao et al. beschreiben im Rattenmodell mit zu-
nehmender Fibrosierung der Leber eine mittels Western Blot gemessene Abnahme des
Proteins und damit eine negative Korrelation mit der TGF-B-Konzentration [Tao et al.,
2006]. Da SARA unter TGF-B-Stimulation die Interaktion zwischen Smad-Protein
und Rezeptor vermittelt [Massagué, 2000] und somit wesentlich fiir die Initiation der
intrazelluldren Signaliibertragung ist, konnte eine Verdnderung der SARA-Expression
durchaus zu einer Signalmodifikation beitragen. Damit das Signal in Hepatozyten je-
doch dahingehend modifiziert wird, dass hohe TGF-B-Konzentrationen auch eine ge-
steigerte Freisetzung von TGF-f nach sich ziehen, miisste das SARA-Gen bei Zirrho-
se vermehrt exprimiert werden. Dies konnte bisher von keiner Arbeitsgruppe festge-
stellt werden. Sowohl die hier als unverdndert ermittelten, wie auch die von Tao et al.
gemessenen niedrigen SARA-Expressionslevel lassen vermuten, dass die hohe Kon-
zentration von TGF-f bei Leberzirrhose nicht auf eine Verdnderung der hepatischen

Genexpression von SARA zuriickzufiihren ist.

Nach den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit scheint der hepatische intrazelluldre
Signalweg von TGF-} bei Zirrhose also unbeeinflusst zu bleiben. Auch davon abwei-
chende Ergebnisse anderer Studien konnen die Hypothese, dass bei Leberzirrhose
Komponenten der Signalkaskade hin zu einer positiven Beeinflussung der hepatischen

TGF-B-Sekretion verdndert sind, nicht bestatigen.

Einen wesentlichen Weg fiir die Aktivierung von Osteoklasten stellt die Interaktion
zwischen RANKL und RANK dar. Osteoprotegerin (OPG) wirkt auf diese Interaktion
antagonistisch [Keck et al., 2003]. Dieses Protein wird im Organismus nicht nur von
Osteoblasten gebildet sondern kommt ,,nahezu ubiquitir® [Wagner et al., 2010] vor.
Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit humanes Lebergewebe verwen-
det und untersucht, ob die hepatische Genexpression von OPG und RANKL bei den
untersuchten Zirrhose-Patienten modifiziert ist. Wie von Wagner et al. postuliert,
konnte die OPG-Expression mittels PCR in Lebergewebe nachgewiesen werden,
ebenso eine Genexpression von RANKL. Dartiber hinaus zeigte sich fiir OPG in der
densitometrischen Analyse der PCR eine signifikant herabregulierte Genexpression in
zirrthotischem (N=16) gegeniiber nicht zirrhotischem Gewebe (N=14) (nicht zirrho-
tisch: OPG/GAPDH = 1,10; zirrhotisch: OPG/GAPDH = 0,83; p < 0,05; t-test). Der
entsprechende Vergleich hinsichtlich der RANKL-Expression lieferte hingegen keinen
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signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen. Soweit kann also festgehalten
werden, dass die TGF--Konzentration bei Leberzirrhose im Serum erhoht ist und sich
im Rahmen der Erkrankung eine signifikant niedrigere OPG-Expression, nicht nur —
wie bisher beschrieben — in Osteoblasten, sondern auch in Lebergewebe nachweisen
lasst. Die hepatische RANKL-Expression ist unverdndert. Im Knochen ist eine ,,stabile
RANKL/OPG-Ratio (...) fiir einen ausgewogenen Knochenumsatz (...) verantwortlich®
und ,,das Verhiltnis von RANKL zu OPG determiniert den Grad der Knochendestruk-
tion“ [Keck et al., 2003]. Mit unverdnderter RANKL-, aber erniedrigter OPG-
Expression ergibt sich in zirrhotischem Lebergewebe aus den in der vorliegenden Ar-
beit erhobenen Daten also eine Anderung der RANKL/OPG-Ratio, die zu einem
Uberwiegen des Osteoklastenaktivators RANKL fiihrt. Moschen et al. kamen eben-
falls zu dem Ergebnis, dass die Konzentration von RANKL — in deren Studie gemes-
sen im Serum — zwischen zirrhotischen Patienten und gesunder Kontrolle keine signi-
fikante Anderung zeigt. Allerdings beobachtete diese Arbeitsgruppe hdhere Serum-
OPG-Konzentrationen bei den 87 eingeschlossenen Zirrhosepatienten gegeniiber der
Kontrollgruppe. Nach diesen Ergebnissen wire die RANKL/OPG-Ratio zugunsten
von OPG verschoben und OPG kédme eine Rolle als Kompensationsprotein des Kno-
chenmasseverlusts bei Zirrhose zu [Moschen et al., 2005]. Auch Guafiabens et al. fan-
den im Serum von 68 Patientinnen mit Leberzirrhose (PBC) signifikant héhere OPG-
Konzentrationen verglichen mit Gesunden. Allerdings war die gleichzeitig bestimmte
hepatische Genexpression von OPG in der Patientengruppe auf dhnlichem Niveau wie
in der Kontrolle, was zu der Schlussfolgerung fiihrte, die hepatische OPG-Expression
sei nicht mit der OPG-Serumkonzentration assoziiert [Guafiabens et al., 2009]. Letzten
Endes ergeben sich also fiir die hepatische RANKL- und OPG-Expression sowie deren
Konzentration im Serum immer noch unklare und gegensétzliche Ergebnisse. Die ge-
naue Rolle der RANKL-RANK-Achse fiir die hepatische Osteodystrophie bleibt da-
mit, wie schon frither postuliert, unklar [Collier, 2007]. Selbst wenn sich im Verlauf
einer chronischen Lebererkrankung die hepatische RANKL/OPG-Ratio dndern sollte,
ist noch nicht gezeigt, dass diese Verdnderung Auswirkungen auf den Knochenstoff-
wechsel hat. Zu diesem Zweck miisste erst untersucht werden, ob das in der Leber ge-
bildete OPG und der RANK-Ligand in den Blutkreislauf freigesetzt werden. Auch
wenn es durch die durchgefiihrten Versuche nicht bewiesen werden kann, ist es zu-
mindest vorstellbar, dass die in der vorliegenden Studie gemessene Verringerung der

hepatischen OPG-Expression auf die hohe Serumkonzentration von TGF-f zuriickzu-
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filhren ist. Dieser Zusammenhang ist flir Osteoblasten beschrieben [Jurado et al.,

2010].

Bis hierhin wurde der TGF-f- und RANKL-Signalweg untersucht. Einflussfaktor, so-
wohl auf TGF-f, als auch auf RANKL, ist Vitamin D. Zum einen fordert es die Aus-
schiittung von TGF-B im Knochen [Finkelmann et al., 1991; Deetjen et al., 2005].
Zum anderen bewirkt es in reifen Osteoblasten sowie Vorlduferzellen von Osteobla-
sten und Osteoklasten eine gesteigerte Synthese und Freisetzung von RANKL [Plum,
2010]. In Osteoblasten erhoht es auBerdem die Transkription des Sost-Gens, das fiir
den Osteoblasteninhibitor Sclerostin kodiert. Um die bisherigen Betrachtungen der
vorliegenden Arbeit zu erweitern, wurden Veridnderungen im Vitamin D-Stoffwechsel
bei zirrhotischen Patienten gegeniiber Patienten ohne Zirrhose untersucht. Derzeit ist
der beste Indikator fiir den Zustand des Vitamin D-Haushalts das 25-Hydroxy-Vitamin
D [Bu et al., 2010]. Dessen Serumkonzentration wurde fiir eine gesunde Kontrolle
(N=6) und Patienten mit Leberzirrhose (Child A: N=13; Child B: N=15; Child C:
N=6) mittels ELISA bestimmt. Dabei zeigte sich eine signifikante Abnahme der 25-
Hydroxy-Vitamin D-Konzentration in der Zirrhosegruppe. Das Ausmal} dieser Ab-
nahme ging mit der Zunahme des Zirrhosegrads einher (Kontrolle: [25-Hydroxy Vi-
tamin D] = 133,52 nmol/l, Child A: [25-Hydroxy-Vitamin D] = 45,03 nmol/l; Child B:
[25-Hydroxy-Vitamin D] = 35,79 nmol/l; Child C: [25-Hydroxy-Vitamin D] = 27,42
nmol/l; p < 0,001; one-way Anova). Dieses Ergebnis bestétigt bisherige Beobachtun-
gen, die von einem unterschiedlich stark ausgeprigten Vitamin D-Mangel bei bis zu
929% aller Patienten mit chronischer Lebererkrankung ausgehen [Arteh et al., 2010]. In
zirrthotischem Lebergewebe scheint also der hepatische Anteil der 1,25(OH),-Vitamin

D;-Synthese reduziert zu sein.

Die Frage ist nun, was die Ursache der niedrigen 25-Hydroxy-Vitamin D-
Konzentration bei Leberzirrhose sein kann. Als Hypothese dazu wurden ein Mangel
an Ausgangsstoffen der Biosynthese, ein vermehrter Verlust, ein Enzymmangel sowie

das Fehlen entsprechender Transportermolekiile formuliert.

Die erste Erklarungsmoglichkeit flir den niedrigen 25-Hydroxy-Vitamin D-Spiegel
wire ein Mangel an Ausgangsstoffen der Biosynthese. 25-Hydroxy-Vitamin D wird in
der Leber ausgehend von Cholecalciferol gebildet, das wiederum entweder alimentér

zugefiihrt wird, oder der endogenen UV-abhingigen Synthese in der Haut entstammt
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[Plum et al., 2010]. Eine unzureichende Bereitstellung iiber die Nahrung oder eine zu
geringe Exposition gegeniiber UV-Licht konnten also ursdchlich flir niedrige 25-
Hydroxy-Vitamin D-Spiegel sein. Da die enterale Resorption von Cholechalciferol
gallesdureabhingig ist, steht auller Frage, dass sie bei Erkrankungen, die mit einer
Verringerung der Lebersyntheseleistung verbunden sind, eingeschréankt ist. Allerdings
ist schon lange bekannt, dass eine insuffiziente Aufnahme tiber den Darm erst bei ei-
ner zusitzlichen Stérung der endogenen Synthese relevant wird [Compston, 1986].
Das Ausmal} der individuellen UV-Exposition wiederum ist schwer messbar. Es be-
steht jedoch iiber das Enzym 7-Dehydrocholesterol-Reduktase (DHCR7) eine Mog-
lichkeit, Edukte fiir die 25-Hydroxy-Vitamin D-Synthese zu entziehen. Dieses Enzym
katalysiert die Reduktion von 7-Dehydrocholesterol zu Cholesterol, entfernt also den
Ausgangsstoff des Cholecalciferols aus dem Vitamin D-Syntheseweg. In der vorlie-
genden Studie wurde mittels PCR untersucht, ob sich die Genexpression von DHCR7
in zirrhotischem Lebergewebe (N=17) verglichen mit nicht zirrhotischer Leber (N=13)
verandert. Die densitometrische Analyse zeigte bei Zirrhose eine signifikante Regulie-
rung der Expression nach oben (nicht zirrhotisch: DHCR7/f-actin = 0,21; zirrhotisch:
DHCR7/B-actin = 0,5; p < 0,05; t-test). Das Gen wird also bei Zirrhose stirker expri-
miert. Damit ist es moglich, dass das Enzym 7-Dehydrocholesterol-Reduktase im Ver-
lauf einer Leberzirrhose gesteigerte Titigkeit aufweist. Uber die Reduktion zu Chole-
sterol zieht es 7-Dehydrocholesterol aus dem Syntheseweg des Vitamin D ab. Diese
Verdnderung bei Leberzirrhose liefert einen ersten Erkldrungsansatz fiir die mit der
Krankheit verbundene niedrige Vitamin D-Serumkonzentration. Es unterstiitzt auch
bisherige Erkenntnisse, dass sich Verdnderungen von DHCR7 auf den Vitamin D-

Haushalt auswirken [Griinhage et al., 2012; Yuling et al., 2012].

Eine weitere Ursache konnte die forcierte Ausscheidung von Vorstufen des 25-
Hydroxy-Vitamin D sein. Schon 1977 wurde ein erhohter renaler Verlust von Chole-
calciferol bei Patienten mit PBC beschrieben [Krawitt et al., 1977], bereits wenige
Jahre spéter aber als unerheblich erachtet [Compston, 1986].

Somit verbleiben zwei Erkldrungsansétze: Erstens ein Mangel an 25-Hydroxylase,
dem Enzym, das die Hydroxylierung von Cholecalciferol zu 25-Hydroxy-Vitamin D
katalysiert. Zweitens eine Verdnderung des in der Leber synthetisierten Vitamin D-

bindenden Proteins, das fiir den Transport von Cholecalciferol aus der Haut bzw. dem
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Darm zur Leber sowie von 25-Hydroxy-Vitamin D von der Leber zur Niere verant-

wortlich ist.

Uber die Gene, die fiir 25-Hydroxylase kodieren, herrscht derzeit noch Unklarheit.
Neuere Daten sprechen fiir CYP2R1 und CYP27A1 [Shinkyo et al., 2004; Bu et al.,
2010]. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit mittels PCR untersucht,
ob im Rahmen einer Leberzirrhose Verdnderungen der hepatischen Genexpression von
CYP2R1 und CYP27A1 auftreten. Fiir CYP2R1 zeigte die densitometrische Auswer-
tung der PCR keine signifikante Anderung. Eine Abhingigkeit der 25-Hydroxy-
Vitamin D-Konzentration von der CYP2R1-Expression wurde jedoch an anderer Stel-
le gezeigt [Bu et al. 2010]. Bei der densitometrischen Auswertung der PCR fiir
CYP27A1 zeigte sich im Vergleich zu nicht zirrhotischem Lebergewebe (N=12) eine
signifikante Herabregulierung der Genexpression in der zirrhotischen Gruppe (N=16)
(nicht zirrhotisch: CYP27A1/GAPDH = 0,75; zirrhotisch: CYP27A1/GAPDH = 0,33;
p < 0,05; t-test). Damit kann die Tétigkeit eines entscheidenden hepatischen Enzyms
der 1,25(OH),-Vitamin Ds-Synthese bei Zirrhose vermindert sein. Dieses Ergebnis lie-
fert eine weitere Erkldrungsmoglichkeit fiir die niedrige 25-Hydroxy-Vitamin D-
Konzentration bei Zirrhosepatienten und stimmt mit den Ergebnissen von Bu et al.
tiberein, die eine Abhingigkeit der 25-Hydroxy-Vitamin D-Konzentration von der Ex-

pression des CYP27A1 beschrieben [Bu et al., 2010].

In einem weiteren Versuch sollte die Genexpression des Vitamin D-bindenden Prote-
ins in zirrhotischen (N=12) und nicht zirrhotischen Lebern (N=16) mittels PCR be-
leuchtet werden. Die densitometrische Auswertung zeigte, dass die Expression dieses
Gens (GC) bei den zirrhotischen Patienten im Vergleich zur Kontrolle signifikant her-
abreguliert ist (Zirrhose: GC/GAPDH = 0,23; Keine Zirrhose: GC/GAPDH = 0,65; p <
0,001; t-test). Das Resultat dieser herabregulierten Genexpression kann eine geringere
Konzentration des Vitamin D-bindenden Proteins (DBP) sein. Da Cholecalciferol —
Vorstufe des 25-Hydroxy-Vitamin D — im Blut nur an DBP gebunden transportiert
werden kann [Herold et al., 2010, S.732], stehen bei einem Mangel an DBP weniger
Edukte fiir die hepatische 25-Hydroxy-Vitamin D-Synthese zur Verfiigung. Dieses
Ergebnis stellt somit eine dritte Erkldrungsmoglichkeit der niedrigen 25-Hydroxy-
Vitamin D-Konzentrationen bei Zirrhose dar und stimmt mit bisherigen Daten iiberein

[Bu et al., 2010].
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Die Resultate der untersuchten Parameter des Vitamin D-Stoffwechsels lassen in Ver-
bindung mit den anderen aufgefiihrten Arbeiten zusammenfassend also folgenden
Schluss zu: Patienten, die an Leberzirrhose erkrankt sind, zeigen mit zunehmender
Progredienz der Erkrankung kontinuierlich abnehmende 25-Hydroxy-Vitamin D-
Konzentrationen. Die Ursache findet sich in einer verringerten Genexpression von
CYP27A1, CYP2R1 und GC sowie einer gesteigerten Genexpression von DHCR7. Da
Vitamin D essentiell fiir einen gesunden Knochenmetabolismus ist, kann mit diesen
Ergebnissen eine weitere Ursache fiir die Entstehung der hepatischen Osteodystrophie
vorgeschlagen werden. Andererseits wirft dieses Ergebnis erneut die Frage nach der
Herkunft der hohen TGF-f-Konzentration im Serum Zirrhosekranker auf. Vitamin D
steigert physiologischer Weise die Ausschiittung von TGF-f, ist in seiner Konzentra-
tion im zirrhotischen Patientenkollektiv jedoch verringert. Die Verdnderung im Vit-
amin D-Stoffwechsel bei Zirrhose kann folglich nicht als Erkldrungsmoglichkeit der

hohen TGF-f-Konzentration herangezogen werden.

Neuere Untersuchungen weisen auf die wichtige Rolle von Sclerostin im Knochen-
stoffwechsel hin [Poole et al., 2005; Li et al., 2005]. Da sowohl 1,25(OH),-Vitamin
D3, als auch TGF-f die Expression des Sost-Gens fordern [Sutherland et al., 2004;
Loots et al., 2012] und erhéhte TGF-B-Konzentrationen im vorliegenden Patientenkol-
lektiv bereits nachgewiesen werden konnten, wurde die Sclerostin-Konzentration im
Patientenserum mittels ELISA bestimmt. Die statistische Auswertung ergab fiir die
gesamte Zirrhosegruppe (N=34) signifikant hohere Werte als fiir die Kontrolle (N=6)
(Zirrhotisch: [Sclerostin] = 0,32 ng/ml; nicht zirrhotisch: [Sclerostin] = 0,05 ng/ml; p
< 0,05; t-test). Dieser Unterschied konnte nach der Unterscheidung in Child A-C nur
noch als Trend erkannt werden (p = 0,1306), was an der zu geringen Probenzahl des
Kontrollkollektivs liegen kann. Die gemessene Zunahme der Sclerostinkonzentration
unter TGF-B-Anstieg entspricht den Ergebnissen fritherer Studien [Loots et al., 2012].
Damit wire eine weitere Erklarung fiir die schlechte Knochenqualitét zirrhosekranker
Patienten gegeben: Die Freisetzung von TGF-f aus zirrhotischem Lebergewebe for-
dert in Osteozyten die Transkription des Sost-Gens, das entstehende Protein Sclerostin
hemmt Osteoblasten bzw. induziert deren Apoptose, so dass schlieBlich eine Imbalan-
ce im Knochenumbau entsteht, mit dem Resultat einer herabgesetzten strukturellen In-

tegritat.
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Eingangs war in dieser Arbeit als weitere Frage formuliert worden, ob sich in zirrhoti-
schem Lebergewebe Verdnderungen von Proteinen zeigen, die Einfluss auf den Kno-
chenstoffwechsel haben konnen. Derartige Regulatorproteine sind z.B. Osteocalcin,
Osteopontin, Osteonectin und TNFo. Thre Genexpression wurde mittels PCR in Le-
bergewebe bestimmt und ein Vergleich zwischen nicht zirrhotischen (N=10) und zir-
rhotischen Lebern (N=12) gezogen. Fiir alle Gene war eine Expression in Lebergewe-
be nachweisbar, was fiir Osteopontin, Osteonectin und TNFo mit bisherigen Daten
iibereinstimmt [Patouraux et al., 2012; Blazejewski et al., 1997; Frizell et al., 1995;
Neumann et al., 2011; Tosello-Trampont et al., 2012]. Fiir die Expression des profi-
brotisch wirkenden Osteopontin wurde bereits in neueren Studien eine positive Korre-
lation mit dem Schweregrad einer hepatischen Fibrosierung und dem zirkulierenden
TGF-p beschrieben [Patouraux et al., 2012; Xiao et al., 2012]. Damit wire fiir die Ge-
nexpression in der vorliegenden Arbeit aufgrund der hohen TGF-f3-Spiegel eine Regu-
lierung nach oben zu erwarten gewesen. Diese konnte jedoch lediglich im Sinne eines
Trends gezeigt werden (p = 0,1059). Osteopontin fordert einerseits in Abhdngigkeit
von TGF-f die Proliferation von hepatischen Sternzellen und damit letzten Endes de-
ren Differenzierung zu Fibroblasten [Xiao et al., 2012], was das Fortschreiten der Or-
ganfibrosierung begiinstigt. Die Rolle fiir den Knochenstoffwechsel ist andererseits
noch nicht hinreichend geklért [Hunter et al., 2013]. Als gesichert gilt allerdings, dass
Osteopontin Osteoklasten an der mineralisierten Matrix verankert [Welsch, 2006,
S.138]. In jlingster Zeit wurde das Protein als Indikator fiir schlechte Knochendichte
und Risikofaktor fiir Wirbelkorperfrakturen gehandelt [Fodor et al., 2013]. Unter der
Annahme, dass der in der vorliegenden Arbeit gemessene Trend wirklich eine hohere
Genexpression bei den Zirrhosepatienten widerspiegelt, kommt Osteopontin also so-
wohl eine negative Rolle im Krankheitsverlauf der Leberzirrhose, als auch im Kno-
chenstoffwechsel zu. Sollte sich die negative Auswirkung hoher Konzentrationen die-
ses Proteins auf die Knochenintegritit in weiteren Studien bewahrheiten, konnte die
gesteigerte Osteopontinproduktion einer der Griinde fiir die Entstehung der hepati-

schen Osteodystrophie bei Leberzirrhose sein.

Auch Osteonectin steht in enger Verbindung mit TGF-f. In der Leber wird es vor al-
lem von aktivierten Fibroblasten freigesetzt [Blazejewski et al., 1997] und soll fiir die
profibrotische Aktivitdt von TGF-f3 mitverantwortlich sein [Atorrasagasti et al., 2011].
Insofern ist es verwunderlich, dass in der vorliegenden Arbeit kein signifikanter Un-
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terschied zwischen der Osteonectin-Expression in zirrhotischer und nicht zirrhotischer
Leber entdeckt werden konnte. Dies steht bisherigen Erkenntnissen entgegen, die eine
gesteigerte hepatische Expression mit Fortschreiten der Leberzirrhose beschreiben
[Frizell et al., 1995]. Betrachtet man den Knochenstoffwechsel, so hat allerdings we-
der eine unverédnderte, noch eine potentiell gesteigerte Osteonectin-Expression negati-
ve Auswirkungen auf die Knochenintegritit. Im Mausmodell konnte gezeigt werden,
dass nur eine Verringerung der Osteonectinproduktion mit einer Abnahme der Kno-
chenneubildung und Osteopenie einhergeht [Delany et al., 2000]. Damit erscheint es
unwahrscheinlich, dass eine Verdnderung der Genexpression dieses Proteins im Zuge

der Leberzirrhose zur hepatischen Osteodystrophie beitragt.

Die Untersuchung des Expressionsgrades von TNFa liel ebenfalls keine signifikante
Verdnderung zwischen zirrhotischem und nicht zirrhotischem Lebergewebe erkennen.
Als Chemotaxin wird TNFo im Rahmen inflammatorischer Prozesse wie der Fibrosie-
rung der Leber freigesetzt — in letzterem Fall vor allem aus hepatischen Kupffer-
Zellen [Tosello-Trampont et al., 2012]. Eine andere Studie hat gezeigt, dass diese
Freisetzung von TNFa mit zunehmender Fibrosierung der Leber ansteigt [Neumann et
al., 2011] und nicht, wie in der vorliegenden Studie, unveréndert bleibt. Das in der
vorliegenden Arbeit gemessene PCR-Signal von TNFa war so schwach, dass die den-
sitometrische Analyse als Auswertungsverfahren unter Umstinden nicht geniigend
Trennschérfe besitzt. Dies konnte die Diskrepanz zwischen den Versuchsergebnissen
erkldren. Sich bei Fibrosierung der Leber nicht verdndernde Expressionsgrade wiirden
einen Beitrag des Zytokins zum Krankheitsbild der hepatischen Osteodystrophie un-
wahrscheinlich machen. Eine gesteigerte hepatische Expression mit anschlieBender
Abgabe von TNFa in den Blutkreislauf konnte allerdings eine wesentliche Ursache
schlechter Knochenqualitit sein. TNFa stimuliert schlielich die Expression von Ge-
nen, die wiederum die Osteoklastogenese fordern und inhibiert gleichzeitig die Osteo-
blastenfunktion [Gilbert et al., 2000; Nanes, 2003; Boyce et al., 2005]. Dieser Schluss

lasst sich aus der vorliegenden Arbeit nicht ziehen.

Eine interessante Beobachtung ist die hepatische Expression von Osteocalcin — han-
delt es sich doch um ein Protein, das eigentlich von Osteoblasten gebildet wird [Deet-
jen et al., 2005, S.190]. Bisherige Studien haben sehr wohl den Zusammenhang von

Osteocalcin und chronischer Lebererkrankung beleuchtet, ihre Untersuchungen jedoch
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stets auf die Messung der Serumkonzentration beschrankt. Die Datenlage ist dabei
recht inkonstant. Wéhrend die einen Autoren keine Korrelation zwischen der Osteo-
calcin-Serumkonzentration und einer (nicht-) alkoholischen Fettlebererkrankung sehen
[Dou et al., 2013; Szalay et al., 1991], weillen andere auf eine Abhéngigkeit vom
Ausmall der Leberzellverfettung hin und beschreiben signifikant niedrigere Osteocal-
cin-Werte im kranken Kollektiv [Yilmaz et al., 2011]. Wieder andere Autoren berich-
ten von einer negativen Korrelation zwischen Osteocalcinkonzentration und Leberzir-
rhose [Aller et al., 2011; Pietschmann et al., 1990]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Studie zeigen, dass neben Knochenzellen auch Leberzellen Osteocalcin freisetzen.
Osteocalcin fungiert als Chemotaxin fiir Osteoklasten, vermittelt ihre Adhdsion am
Knochen [Chenu et al., 1994] und tragt somit zu einer gesteigerten Knochenresorption
bei, wie sie auch im Verlauf der hepatischen Osteodystrophie auftritt. Die fehlende
Verdnderung der hepatischen Expression im Rahmen einer zirrhotischen Erkrankung
erlaubt aber den Riickschluss, dass aus der Leber stammendes Osteocalcin keinen oder
zumindest keinen signifikanten Beitrag zur Anderung der Serumkonzentration liefert.
Dies spricht wiederum gegen eine Beteiligung hepatischen Osteocalcins an der Ent-

stehung der hepatischen Osteodystrophie.

Zusammenfassend konnte mit den durchgefiihrten Versuchen die eingangs formulierte
Fragestellung groBtenteils beantwortet werden: Patienten mit Leberzirrhose haben im
Vergleich zum gesunden Kontrollkollektiv eine reduzierte Knochendichte. Die TGF-
B-Konzentration im Serum ist bei Zirrhosekranken erhdht und die Betroffenen zeigen
im Serum einen verringerten Vitamin D-Spiegel. Mit dem Nachweis verdnderter Ex-
pressionsgrade von Genen des Vitamin D-Synthesewegs konnten mogliche Ursachen
fiir die niedrige 25-Hydroxy Vitamin-D-Konzentration bei Leberzirrhose vorgeschla-
gen werden. Die Ursache fiir die Erh6hung der TGF-f3-Konzentration bleibt indes un-
beantwortet. Es konnte keine erklarende Abweichung in der intrazelluldren Signalkas-
kade in Lebergewebe eruiert werden und die niedrige Vitamin D-Konzentration wi-
derspricht einem Beitrag des Vitamin D an der Freisetzung von TGF-B. Die Suche
nach relevanten Verdnderungen in der hepatischen Genexpression von Proteinen, die
Einfluss auf den Knochenstoffwechsel haben kdnnten, verlief erfolglos. Lediglich im
Fall von Osteopontin konnte ein Trend aufgezeigt werden, der Auswirkungen auf den

Knochenmetabolismus haben konnte. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass die Ent-
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stehung der hepatischen Osteodystrophie nicht auf eine hepatische Freisetzung der un-

tersuchten Proteine zuriickzufiithren ist.

AbschlieBend sollen an dieser Stelle wesentliche Limitierungen der durchgefiihrten
Studie aufgezeigt werden: Zum einen ist die Reverse-Transkriptions-PCR mit densi-
tometrischer Analyse nicht die exakteste Methode zur Analyse von Expressionsgra-
den. In einem komplexeren Versuchsaufbau (z.B. real-time PCR) wéren eindeutigere
oder andere Entdeckungen durchaus vorstellbar. Die aufgetretenen Abweichungen
vorliegender Ergebnisse von anderen Studien zeigen dies. Dennoch wurde diese Me-
thodik gewihlt, da sie sich eignet um einen ersten Uberblick iiber das Expressionsver-
halten zu erlangen. Eine weitere Limitierung liegt in der teilweise zu geringen Fall-
zahl. Vergroflerungen des Patientenkollektivs kdnnten gemessene Trends iiber das Si-
gnifikanzniveau anheben, oder bisher nicht gemessene Verdnderungen zu Tage for-
dern. Als letztes darf nicht auler Acht gelassen werden, dass die in dieser Arbeit ver-
wendete cDNA nicht einer Hepatozytenkultur, sondern frisch gewonnenem Leberge-
webe entstammt. Damit flieBt zwangsldufig auch cDNA anderer hepatischer Zellen
(Kupffer-Zellen, Ito-Zellen, Entziindungszellen, etc.) in die Auswertung mit ein und
konnte die gewonnenen Daten verfdlschen. Dieses Problem ldsst sich allerdings nur
schwer umgehen, da fiir entsprechende Versuche eine zirrhotische Hepatozytenkultur
existieren miisste. Die vorliegende Studie sollte also als Grundbaustein zukiinftiger
Arbeiten angesehen werden, deren Ziel die weitere Verfolgung und Spezifizierung der

aufgestellten Beobachtungen sein kann.
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Ausblick

An mehreren Stellen dieser Arbeit wurde deutlich, dass der aktuelle Forschungsstand
noch nicht ausreicht, um alle Interaktionen im komplexen Entstehungsmodell der he-
patischen Osteodystrophie hinreichend zu erkldren. Auch fiir die Zukunft bestehen
weite Felder, auf denen medizinische Forschungsarbeit geleistet werden muss. Die

vorliegende Arbeit kann dazu konkrete Vorschlige liefern:

» Auf der Suche nach der Ursache fiir die sehr hohe TGF-B-Serumkonzentration
bei Zirrhose konnte ein weiterer Denkansatz den Knochen in den Mittelpunkt
der Betrachtungen stellen. Bei der Entstehung der Leberzirrhose handelt es
sich um einen entziindlichen Prozess, in dessen Rahmen auch TGF-f§ ausge-
schiittet wird. Uber die TGF-B-vermittelte Aktivierung von Osteoklasten im
Knochen konnte ein Kreislauf in Gang gesetzt werden, in dessen Verlauf die
Freisetzung von TGF-f aus Knochenmatrix immer wieder neue Osteoklasten
anregt und so die TGF-B-Konzentration stetig erhoht. Die Betrachtung der in-
trazelluldren Signaltransduktion in Osteoblasten hinsichtlich etwaiger Verén-
derungen — analog zu den hier durchgefiihrten Versuchen — wire damit ein An-
satz zukiinftiger Studien.

» Interessanterweise konnte eine Genexpression von Osteoprotegerin in Leber-
gewebe nachgewiesen werden. Um dies zu spezifizieren, konnte derselbe Ver-
such mit cDNA aus kultivierten Hepatozyten durchgefiihrt werden. In einem
weiteren Schritt wire dann zu untersuchen, ob sich eine Anderung der OPG-
Expression nach Stimulation dieser Zellen mit TGF-f3 zeigt. Damit sich eine
Verdnderung der hepatischen OPG-Expression am Knochen bemerkbar ma-
chen kann, muss aber zusitzlich der Nachweis erbracht werden, dass dieses
OPG in ausschlaggebendem Mal in den Blutkreislauf abgegeben wird.

» Fiir die hepatische Genexpression von Osteopontin wurde in der vorliegenden
Arbeit bei Zirrhose ein Trend zur einer Regulation nach oben ermittelt. Hin-
sichtlich der Rolle von Osteopontin auf den Knochen herrscht in der Fachlite-
ratur noch Uneinigkeit. Zundchst sollte der gemessene Trend in einem grofe-
ren Patientenkollektiv und mit einer exakteren Methode als der Reversen-
Transkriptions PCR (z.B. real-time PCR) verifiziert werden. Bei nachweislich

erhohten Werten misste sich ein ELISA zum Nachweis einer erhohten Osteo-
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pontinkonzentration im Serum anschlieen. Die Auswirkung hoher Osteopon-

tin-Spiegel auf die Knochenstabilitét liee sich dann im Mausmodell eruieren.

Ungeachtet der Ergebnisse dieser Arbeit bleibt weiterhin ungeklért, ob die Assoziation
von chronischer Lebererkrankung und Osteopenie bzw. Osteoporose wirklich auf
Stoffwechselverdnderungen zuriickzufiihren ist. Wesentliche Risikofaktoren der
Osteoporose wie niedriger BMI, schlechte Erndhrung, Alkohol- und Nikotinabusus
finden sich auch gehéuft bei Patienten mit Leberzirrhose und stellen schwer zu elimi-
nierende Confounder aller bisherigen Studien dar. Der wissenschaftliche Ehrgeiz auf
diesem Gebiet darf nicht abreilen, denn erst wenn das komplexe Krankheitsbild ,,He-
patische Osteodystrophie* komplett verstanden ist, wird eine kausale Therapie fiir die

vielen betroffenen Menschen mdéglich sein.
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. Zusammenfassung

Patienten mit Leberzirrhose sind aufgrund schlechter Knochendichte hochgradig ge-
fihrdet, eine Osteoporose mit nachfolgenden Frakturen zu entwickeln. Uber die ver-
gangenen Jahre wurde dafiir der Begriff der Hepatischen Osteodystrophie geprigt, de-
ren Atiologie nach derzeitigem Wissensstand multifaktoriell ist. Ziel dieser Arbeit war
es, Verdnderungen des TGF-B-Systems und des Vitamin D-Stoffwechsels bei Leber-
zirrhosekranken zu untersuchen, zwei bisher als vielsprechend angesehenen Erklé-
rungsansitzen dieses multifaktoriellen Modells. Mittels QCT der lumbalen Wirbelsau-
le konnte gezeigt werden, dass das untersuchte Kollektiv der Zirrhosepatienten mit si-
gnifikant niedrigeren T-Scores eine schlechtere Knochendichte als eine gesunde Kon-
trolle hat (-1,91 SD vs. -0,56 SD). Der Vergleich der TGF-f-Konzentration im Serum
zwischen Zirrhosepatienten und einer gesunden Kontrolle zeigte mittels Reporterzel-
len eine signifikante Erhéhung in der Zirrhosegruppe (Child A: [TGF-8] = 73,8 ng/ml;
Child B: [TGF-B] = 69,9 ng/ml; Child C: [TGF-] = 60,5 ng/ml; Kontrolle: [TGF-] =
22,7 ng/ml). Die Ursache dieser Erhohung liegt nicht in einer Modifikation der intra-
zelluldren hepatischen TGF-f3-Signalkaskade, soweit es die Genexpression der unter-
suchten Regulatorproteine smurf 1, smurf 2, SARA, Ski und SnoN betrifft. TGF-f3
nimmt durch die Manipulation der mRNA-Expression von RANKL und OPG Einfluss
auf die Aktivitit von Osteoblasten und Osteoklasten. Beide Proteine konnten mittels
PCR in Lebergewebe nachgewiesen werden. Die RANKL-Expression zeigte sich un-
verandert, OPG war in zirrhotischem Gewebe signifikant herunterreguliert
(OPG/GAPDH = 1,10 vs. 0,83), so dass die Leber theoretisch zu einer den Knochen-
abbau fordernden RANKL/OPG-Ratio beitragen konnte, sollten die Proteine in den
Blutkreislauf abgegeben werden. Der Vitamin D-Stoffwechsel zhirrosekranker Patien-
ten weist erhebliche Verdnderungen auf. Die Konzentration von 25-Hydroxy-Vitamin
D, Vorstufe des aktiven 1,25(OH),-Vitamin Dj; zeigte im ELISA signifikant niedrigere
Serum-Werte im Vergleich zur Kontrolle (Kontrolle: [1,25(OH),-Vitamin D;] =
133,52 nmol/l; Child A: [1,25(OH),-Vitamin D;] = 45,03 nmol/l; Child B:
[1,25(OH),-Vitamin Ds] = 35,79 nmol/l; Child C: [1,25(OH),-Vitamin D3] = 27,42
nmol/l). Als Ursache kommt eine herabregulierte Genexpression von CYP27A1
(CYP27A1/GAPDH = 0,33 vs. 0,75) und GC (GC/GAPDH = 0,23 vs. 0,65) in Frage,
die zeigt, dass die 25-Hydroxylase und das Vitamin D bindende Protein bei Leberzir-

rhose negativ beeinflusst sind. Auflerdem ist die Genexpression von DHCR?7 bei Le-
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berzirrhose gesteigert (DHCR7/B-actin = 0,21 vs. 0,5), was eine gesteigerte Aktivitit
des Enzyms vermuten lésst, das Edukte aus der Vitamin D-Synthese entzieht. Sowohl
TGF-p, als auch 1,25(OH),-Vitamin D3 beeinflussen die Sezernierung von Sclerostin,
einem wichtigen Regulatorprotein der Osteoblastenaktivitit. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Konzentration von Sclerostin im Serum des zirrhotischen Kollektivs im
Vergleich zur gesunden Kontrolle signifikant erhoht ist (Kontrolle: [Sclerostin] = 0,05
ng/ml; Zirrhose: [Sclerostin] = 0,32 ng/ml). Mit einer niedrigen Vitamin D- sowie er-
hohten Sclerostin-Konzentration zeigen Patienten mit Leberzirrhose Verdanderungen
im Stoffwechsel, die die Entstehung einer Osteoporose begiinstigen konnen. Die hohe
TGF-B-Serumkonzentration kommt als Ursache der gesteigerten Sclerostinausschiit-
tung in Betracht. Warum bei zirrhotischen Patienten erhohte TGF-f-Konzentrationen

gemessen werden, bleibt Gegenstand weiterer Forschung.
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