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DYSBALANCE IN SYMPATHETIC NEUROTRANSMITTER RELEASE AND
ACTION IN CIRRHOTIC RATS: IMPACT OF EXOGENOUS NEUROPEPTIDE Y

DYSREGULATION DER SYMPATHISCHEN NEUROTRANSMITTER-
FREISETZUNG UND -WIRKUNG BEI EXPERIMENTELLER LEBERZIRRHOSE:
DER EINFLUSS VON EXOGENEM NEUROPEPTID Y

a. Hintergrund und Fragestellung

Die gesteigerte splanchnische arterielle Vasodilatation bei portaler Hypertension wird auf eine
vermehrte Produktion vasodilatativer Substanzen einerseits sowie eine vasokonstriktive
Hyporeaktivitit andererseits zurlickgefiihrt [1]. Letzterer Mechanismus kann teilweise mit einer
defekten intrazelluldren vasokonstriktiven Signaltransduktion der glatten GefdBmuskelzelle
erklart werden [2]. Das Sympathische Nervensystem (SNS) wird hierbei konsekutiv
hochreguliert. Dieser vasokonstriktive Kompensationsmechanismus ist von prognostischer
Signifikanz: So korrelieren erhohte Serumkonzentrationen von Noradrenalin (NA) mit dem
Uberleben von Patienten mit Leberzirrhose [3, 4]. Es gibt deutliche Evidenz dafiir, dass bei
portaler Hypertension die systemischen NA-Plasmakonzentrationen hauptsidchlich von der
mesenterialen NA-Produktion abhingen [5]. Aber anders als bei systemischen NA-
Konzentrationen sind Daten zu [lokaler splanchnischer  Neurotransmitter-Produktion

und -Sekretion sehr spirlich vorhanden und zudem kontrovers [6-12].
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Neuropeptid Y (NPY) wird in sympathischen Nervenendigungen gespeichert und als Ko-
Transmitter zusammen mit NA ausgeschiittet, um via G-Protein gekoppelter postsynaptischer

Y -Rezeptoren die a;—adrenerge vasokonstriktive Wirkung von NA zu potenzieren [13].

NPY vermittelt hierbei eine Sensibilisierung der glatten GefidBBmuskelzell-Antwort auf NA,
auch wenn der exakte intrazellulire Signalweg noch unbekannt ist [14]. In unserer
Arbeitsgruppe wurde bereits gezeigt, dass NPY eine durch exogenes Noradrenalin (NA)
induzierte «;-adrenerge mesenteriale arterielle Vasokonstriktion in zirrhotischen Ratten in

signifikant hoherem Male steigert als bei gesunden Tieren [15, 16].

Eine lingere Stimulation von glatten GefdBmuskelzellen mit adrenergen Agonisten kann in
einer herabgesetzten Antwort auf Katecholamine resultieren — dieses Phidnomen wurde
Desensibilisierung genannt. Somit konnten anhaltend erhohte Plasmaspiegel sympathischer
Neurotransmitter, wie man sie beispielsweise beim Phiochromozytom, aber auch bei
Herzinsuffizienz und Leberzirrhose findet, zu vaskulédrer Desensibilisierung fithren und dadurch

zu einer Aggravation der splanchnischen Vasodilatation bei Leberzirrhose beitragen [17, 18].

Im isolierten mesenterialen GefdBlbett der Ratte kann eine elektrische Stimulation der
sympathischen Nerven eine extensive und/oder lang anhaltende Aktivitit des sympathischen
Nervensystems (SNS) nachahmen. Dies wurde bereits bei gesunden Ratten untersucht.
Es kommt dabei zur splanchnischen arteriellen Vasokonstriktion und damit zur Induktion einer
messbaren vaskuldaren Druckantwort, welche durch die Sekretion von NA und NPY vermittelt
wird [19, 20]. Die Nervenstimulation als physiologischer Stimulus der sympathoadrenergen
Modellierung des vaskuldren Tonus wurde jedoch bisher nur unzureichend bei experimenteller
portaler Hypertension untersucht. Insbesondere liegen wenige Daten iiber die direkte Messung
der lokalen splanchnischen Freisetzung sympathischer Neurotransmitter und deren

himodynamischen Auswirkungen vor.

Dieses Experiment sollte daher die Frage kldren, ob sich der Effekt der o,-adrenergen
Desensibilisierung durch Katecholaminausschiittung unter periarterieller elektrischer
Nervenstimulation bei gesunden und portal hypertensiven Tieren sowie zirrhotischen Tieren
unterscheidet. Ein weiteres Ziel war die Charakterisierung der lokalen mesenterialen Sekretion
der sympathischen Neurotransmitter NA und NPY. SchlieBlich sollte der Einfluss von exogen
zugefiihrten NPY auf die durch periarterielle Nervenstimulation induzierte Neurotransmitter-
Freisetzung mit konsekutiver Druckantwort bei experimenteller portaler Hypertension

untersucht werden.
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b. Material und Methoden

CCly-induzierte Leberzirthose (LC). Zur Induktion einer Leberzirrhose inhalierten Ratten

(Charles-River) dreimal wochentlich Tetrachlorkohlenstoff (CCly) und erhielten begleitend mit
Phenobarbital (0.35g/L) versetztes Trinkwasser. Dieses Vorgehen fiihrt innerhalb von ca. 12 bis

16 Wochen zu einer mikronoduliaren Leberzirrhose.

Induktion einer portalen Hypertension durch Portal-Venen-Ligatur (PVL). Neben zirrhotischen

Ratten wurde auch ein Modell mit prihepatischer portaler Hypertension verwendet, welches
seit langem in unserem Labor etabliert ist [15, 16]. Hierzu wurde bei PVL-Tieren nach einer
medianen Laparotomie eine Ligatur um eine der V. portae anliegende 20-G-Kaniile
vorgenommen. Durch Entfernung der Kaniile wurde eine kalibrierte und standardisierte Stenose

induziert.

In-vitro Perfusion. Die Préparation des mesenterialen Gefalbettes erfolgte nach der Methode

von McGregor [21]. Nach Kaniilierung der A. mesenterica superior (PE60) wurde hierbei das
Mesenterium inklusive dem mesenterialen Gefibett entnommen, mit Parafilm umhiillt und in
einer gewidrmten (37°C) Perfusionskammer platziert. Dort wurde das Prédparat mittels
oxygenierter (95% O,, 5% CO,) ,,Krebs“-Losung (37°C) mit einer konstanten Flussrate von 4
ml/min perfundiert. Das Perfusat wurde kontinuierlich aus der Perfusionskammer abgeleitet.
Die Druckmessung erfolgte mittels eines P-23-Db-Transducers und wurde PC-gestiitzt online
unter Verwendung des Programms PowerLab aufgezeichnet. Unter den genannten

Bedingungen lieferte diese Anordnung fiir mindestens 4 Stunden zuverlédssige Daten.

Periarterielle Nervenstimulation. Dazu wurde das Préiparat in einer eigens dazu gebauten

Vorrichtung aus Edelstahl fixiert (Abb. 1). Eine Platinnetzelektrode (Plus-Pol) wurde flach auf
einer beheizten Grundplatte (37°C) fixiert. Auf diese wurde dann das perfundierte Préparat
gelegt, und eine Drahtelektrode (Minus-Pol) wurde parallel entlang der A. mesenterica superior
(SMA) mit Sympathikus-Hauptnervenstranges (Plexus mesentericus superior) mit konstantem
Druck (erreicht durch eine Feder) angelegt, sodass Strom flieBen konnte. Die elektrische
Stimulation erfolgte durch einen Nervenstimulator (I-ZQ4V, Hugo Sachs Electronics) in Pulsen
von 50 V und 1 ms Breite fiir je 30 Sekunden bei einer Stimulationsfrequenz von 33 Hz. Mit

dieser elektrischen Nervenstimulation werden im mesenterialen Gefiflbett maximale
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Druckantworten induziert, welche nicht durch Erhéhung von Frequenz, Dauer oder Amplitude

weiter gesteigert werden konnen. Dies konnte durch zahlreiche Vorversuche ermittelt werden.

Abbildung  1:  Vorrichtung zur
periarteriellen Nervenstimulation. Die
Netz-Elektrode (Pfeil A) lag auf einer
beheizten Grundplatte (Pfeil B). Darauf
wurde das perfundierte mesenteriale
Gefialbett (Pfeil C) gelegt. Eine fixierte
Drahtelektrode (Pfeil D) wurde parallel
entlang der A. mesenterica superior und des
mesenterialen Sympathikus-
Hauptnervenstranges (Plexus mesentericus
superior) mit konstantem Druck (erreicht
durch eine Feder, Pfeil E) angelegt, sodass
Strom flieBen konnte.

Quantifizierung von Noradrenalin (NA). Proben mit 3 ml des Subperfusates wurden jeweils

direkt gesammelt (die Sammelrohrchen enthielten 60 ul GSH/EGTA-L6sung als Antioxidans).
Zur NA-Messung verwendeten wir ein HPLC-System (Shimadzu, Duisburg, Germany). 1-1.5
ml Perfusat-Proben wurden mittels kommerziell erhiltlichen Kit (ClinRep® Catecholamines in
plasma, Recipe, Munich, Germany) analysiert. Die minimal messbare Konzentration lag bei 5

pg/ml NA.

Quantifizierung von Neuropeptid Y (NPY). Hierzu wurde ein kommerzielles RIA-Kit von der

Firma Eurodiagnostica (EURIA-NPY) verwendet. Kreuzreaktionen mit anderen Peptiden waren
unter 0.1%. Die minimal messbare Konzentration lag bei 3 pmol/l, die mittlere recovery range

war 75-88%.

Protokoll I: Vaskuldre Desensibilisierung nach repetitiver periarterieller Nervenstimulation

(PNYS) und Neurotransmitter-Sekretion. Mit Hilfe dieses Protokolls sollte das Ausmalf der durch

repetitive PNS induzierbaren Degradation der vaskulidren Druckantwort untersucht werden
[Kontrollgruppe=Con: n=19, PVL: n=12, LC: n=19]. Nach einer Vorinkubationszeit von 20-30
Minuten bis zur  Etablierung eines stabilen  Baseline-Druckes  bei  einer
Perfusionsgeschwindigkeit von 4 ml/min fithrten wir in einem 1. Perfusionszyklus (1. PC) 15
repetitive PNS durch. Der Abstand zwischen den einzelnen Stimulationen betrug jeweils 8

Minuten. Um die endogene Freisetzung von NA und NPY zu untersuchen, wurden jeweils nach
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der 3., 6., 9., 12. und 15. PNS in einer weiteren Versuchsreihe Perfusat-Proben wie oben
beschrieben gesammelt [Con: n=12, LC: n=12]. Bei PVL-Tieren wurden aus folgenden
Griinden keine NA-Bestimmungen durchgefiihrt: In PVL-Ratten entwickelt sich der Zustand
des hyperdynamen Zirkulationssyndromes akut innerhalb von 3-5 Tagen [22]. Danach nimmt
das AusmalB der portalen Hypertension in diesem Modell sukzessive aufgrund der Ausbildung
von Kollateralen ab. Die kompensatorische Hochregulation des SNS und damit auch die
verdnderte Neurotransmitter-Sekretion bei Leberzirrhose ist jedoch ein sich chronisch
entwickelnder Zustand [22]. Weiterhin sind bei Ratten mit Leberzirrhose systemische
Plasmaspiegel von NA hoher als in PVL-Ratten. Dies zeigt, dass eine erhohte Aktivitit des
SNS teils durch die Entwicklung einer Zirrrhose bedingt ist, und nicht lediglich durch Induktion
einer experimentellen prahepatischen portalen Hypertension (mittels Portal-Venen-Ligatur)

erreicht werden kann [5].

Protokoll II: Anhaltende Effekte der vaskuldren Desensibilisierung und der Einfluss von

exogenem NPY. Um die langandauernden Effekte der Degradation der vaskuldren

Druckantwort im 1. Perfusionszyklus zu untersuchen, wurde das Prédparat anschlieend in einer
»Auswaschphase® fiir 1 Stunde mit Krebspuffer perfundiert. Danach erfolgte ein
2. Perfusionszyklus (2. PC) mit je 5 Stimulationen (genannt PNS-1b bis PNS-5b). Die gesamte
Versuchsdauer betrug ca. 3,7- 3,9 Stunden. Um den Effekt von exogenem NPY zu untersuchen,
wurden die Gruppen aufgeteilt [Con: n=8, Con+NPY: n=8, PVL: n=6, PVL+NPY: n=6, LC:
n=11, LC+NPY: n=11]. In den NPY-Gruppen wurde nach der Hilfte der einstiindigen
Auswaschphase exogenes NPY in einer Konzentration von 50nM zur Perfusionslosung
zugesetzt bis zum Ende des 2. PC. In vorherigen Arbeiten konnten wir zeigen, dass exogenes
50nM NPY per se nicht direkt vasokonstriktiv wirkt. Fir die Messung der NA-
Sekretion wurden analog zu Protokoll I erneut Proben in einer weiteren Versuchsreihe
gesammelt [Con: n=12, LC: n=12]. Wihrend des 2. Perfusionszyklus (2. PC) wurde die
Freisetzung von endogenem NPY nicht bestimmt, da das exogen zugefiihrte NPY hier eine

zuldssige Interpretation verhindern wiirde.

Statistische Auswertung. Wir verwendeten den Kolmogorov-Smirnov-Test zur Uberpriifung

von Normalverteilungen. Je nach Notwendigkeit wurde zum Vergleich der Mittelwerte eine
Varianzanalyse oder der gepaarte oder ungepaarte t-Test herangezogen. Das Signifikanzniveau
betrug a<0.05. Fiir samtliche statistischen Berechnungen sowie zur graphischen Darstellung der

Ergebnisse wurde das Programm IBM SPSS Statistics 19 verwendet.
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c. Ergebnisse

Tiere. In portal hypertensiven Tiergruppen (PVL und LC) zeigte sich ein signifikant erhohtes
absolutes und relatives Milzgewicht (Tabelle 1). Dabei korrelierte das Milzgewicht als
Parameter fiir das Ausmall portaler Hypertension signifikant mit der mittleren vaskuldren
Druckantwort auf periarterielle Nervenstimulation (PNS) (r=-0.86, p<0.01) und zeigte einen

negativ logarithmischen Verlauf (R’= 0.8, siehe auch Supplementary Material, Suppl.-Fig. 1).

Tabelle 1 Basalwerte und hiimodynamische Parameter [1. Perfusionszyklus]
Con PVL LC

Milzgewicht/Korpergewicht [g/kg KG] 1.7+0.3 4.241.0%%* 6.0+0.9%**
Milzgewicht/mittl. Druckantwort 1. PC [g/mmHg] 0.005+0.001 0.019+0.005*** 0.0440.014%**
Baseline [mmHg] 21.4+6.3 15.4+3.3* 16.3+4.1%*
Mittlere Druckantwort=PR [mmHg] 114.3%£17.5 7449 .5%%* 57.4%11.3%%*
Abfall der PR [%] 34.6+17.1 55.1+10.9%** 50.448. 1 #%*
DP-40 12.842.3 9.8+2.8%* 10.243%*

DP-40 = Anzahl der PNS zur Induktion eines 40%-igen Abfalls der Druckantwort .  *p<0.05 vs. Con **p<0.01 vs. Con ***p<0.001 vs. Con

Repetitive periarterielle Nervenstimulation (PNS) und vaskulire Druckantwort im 1.

Perfusionszyklus (1. PC). Der basale Perfusionsdruck (=Baseline) war signifikant geringer in

portal hypertensiven Tieren (Tabelle 1). Die vaskulidre Druckantwort (pressure-response=PR)
erreichte immer bei PNS-3 den Maximalwert und fiel danach sukzessive bei jeder weiteren
PNS ab. Diesen Prozess bezeichnen wir hier als Desensibilisierung. Bei portaler Hypertension
kam es generell zu einer signifikant niedrigeren Druckantwort (Abb. 2A). Die Degradation der
Druckantwort (PR) wurde anhand des Abfalls in Relation zur maximalen PR (bei PNS-3)
bewertet und dargestellt. Dieser Degradations- oder Desensibilisierungs-Prozess war bei den
portal hypertensiven Tiergruppen stirker ausgepridgt und der Abfall verlief schneller (Abb. 2B).
So waren bei portaler Hypertension signifikant weniger repetitive PNS notwendig, um

beispielsweise einen 40%-Abfall der maximalen Druckantwort zu erreichen (Tabelle ).
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Abbildun g 2. Druckantwort (pressure-response=PR) und Neurotransmitter Freisetzung im 1. Perfusionszyklus. A: Die
PNS-induzierte Druckantwort war bei portaler Hypertension signifikant vermindert [PVL=n=12, LC: n=19, Con: n=19]. B:
Gesteigerter Druckabfall bei repetitiver Nervenstimulation bei PVL und LC. C: Die PNS-induzierte NA-Freisetzung war bei LC
(n=12) erhoht im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren (n=12). D. Die basale und PNS-induzierte Sekretion von NPY hingegen
war bei LC signifikant vermindert. *: p<0.05 vs. LC; **: p<0.01; ***: p<0.001 vs. PVL und LC; §: p<0.05 vs. Con; 17: p<0.01
vs. Con. Con, Kontrolltiere. LC, Leberzirrthose. NA, Noradrenalin. PC, Perfusionszyklus. PNS, periarterielle Nervenstimulation.
PVL, Portal-Venen-Ligatur.

PNS-induzierte NA-Freisetzung und Druckantwort (PR) im 1. PC. Erwartungsgemill war die
basale NA-Sekretion in beiden Gruppen sehr gering (Con: 13.64£9.6 pg/ml vs. LC: 15.0+6.2
pg/ml; n.s.). Die durch PNS induzierbare NA-Sekretion war hoher bei zirrhotischen Tieren
(Abb. 2C). Mit steigender Anzahl der PNS nahm die jeweilige Sekretion von Noradrenalin
sukzessive ab. Diese Abnahme der NA-Sekretion war bei Leberzirrhose (477.5£121.6 pg/ml)
im Vergleich zu gesunden Kontrolltieren (219.9+110.9 pg/ml; p<0.001) signifikant stdrker
ausgepragt. Um die Effizienz von NA beziiglich vasokonstriktiver Wirkung abschétzen zu
konnen, berechneten wir das Verhiltnis von NA-Sekretion zur jeweiligen vaskuldren
Druckantwort (PR). Je mehr NA also fiir eine Druckantwort nétig ist, desto hoher ist diese
Ratio NA-Sekretion/PR. Tatsédchlich zeigten sich die NA/PR-Ratios bei zirrhotischen Ratten

stark erhoht (LC: 5.7£2.2 [pg/ml]/mmHg vs. Con: 1.7£0.5 [pg/ml]/mmHg; p<0.01).
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Abbildung 3 Druckantwort (PR), NA-Sekretion und der Einfluss von exogenem NPY im 2. PC. Einfluss von exogenem
NPY [50nM] auf die PNS-induzierte Druckantwort (B) und der Abfall von PR bei repetitiver Nervenstimulation im 2. PC (4).
Con: n=8, Con+NPY: n=8, PVL: n=6, PVL+NPY: n=6, LC: n=11, LC+NPY: n=11. C: PNS-induzierte NA-Freisetzung und
Einfluss von exogenem NPY [Con: n=6, Con+NPY: n=6, LC: n=6, LC+NPY: n=6]. D: Das Verhéltnis von NA-Freisetzung zu
Druckantwort (PR) war bei Zirrhose wie im 1. PC erhoht. In Anwesenheit von exogenem NPY war die bei LC-Ratten
pathologisch gesteigerte Ratio NA/PR deutlich reduziert. Con, Kontrolltiere. LC, Leberzirrhose. NA, Noradrenalin. PC,
Perfusionszyklus. PNS, periarterielle Nervenstimulation. PVL, Portal-Venen-Ligatur.

PNS-induzierte NPY-Sekretion im 1. PC. Sowohl die basale NPY-Freisetzung als auch die

PNS-induzierbare NPY-Sekretion war bei Leberzirrhose vermindert (Abb. 2D). Im Kontrast
zum sukzessiven Abfall der PNS-induzierten NA-Sekretion nahm die NPY-Freisetzung
withrend der repetitiven PNS nicht ab, somit war die Menge des freigesetzten endogenen NPY
unabhéngig von der Anzahl der Nervenstimulationen. Verglichen mit der basalen Sekretion,
konnte durch periarterielle Nervenstimulation nur bei gesunden Tieren eine erhohte Freisetzung
erzielt werden (Abb. 2D). Betrachtet man nun das Verhiltnis der Sekretion von Transmitter NA
und Ko-Transmitter NPY, so zeigte sich bei zirrhotischen Tieren eine niedrigere NPY/NA-
Ratio (0.6£0.2 [pmol/L]/[pg/ml]) als bei Kontrolltieren (1.2+0.3 [pmol/L]/[pg/ml], p<0.001;
siehe auch Supplementary Material, Suppl.-Fig. 4B). Dies zeigt neben dem absoluten Mangel
an NPY auch eine im Vergleich zur erhthten NA-Freisetzung verminderte relative Sekretion

des Ko-Transmitters NPY im Splanchnikusgebiet bei Leberzirrhose.
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Druckantwort und Einfluss von exogenem NPY im 2. Perfusionszyklus (2. PC). Wiahrend der

Auswaschphase und wihrend des 2. PC war der basale Perfusionsdruck wie im 1. PC niedriger
in PVL- und LC-Ratten (p<0.05) und wurde durch das der Perfusionslosung zugesetzte exogene
NPY nicht beeinflusst. Die PNS-induzierbare Druckantwort (PR) war erneut niedriger bei
portal hypertensiven Tieren (Abb. 3B). Der Abfall der Druckantworten wihrend des 2. PC war
nur bei portal hypertensiven Tieren signifikant und wurde in Gegenwart von exogenem NPY
vermindert (Abb. 3A). Exogenes NPY erhohte die PNS-induzierbare Druckantwort in
Kontrolltieren geringfiigig. Bei PVL- und LC-Ratten jedoch kam es zu einer stark gesteigerten
Druckantwort (Abb. 3B). Um das Ausmal} der zeitabhingigen “Erholung” der vaskuldren
Druckantwort nach der einstiindigen Auswaschphase beurteilen zu konnen und somit ein Maf}
fir die langanhaltenden Effekte des Desensibilisierungs-Prozesses im 1. Perfusionszyklus zu
erhalten, verglichen wir die erste Druckantwort des 2. PC [PNS-1b] mit der letzten
Druckantwort des 1. PC [PNS-15].
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Abbildung 4: ,Erholung® der PNS-induzierten Druckantwort mit und ohne exogenem NPY. A: Der reprisentative
Ausschnitt zeigt die durch repetitive PNS induzierten vaskuldren Druckantworten des 1. Perfusionszyklus (PC), gefolgt von
einer einstiindigen Auswaschphase und einem 2. PC mit repetitiven PNS. B: Erholung der Druckantwort bei einer zirrhotischen
Ratte in Anwesenheit von 50nM NPY. Ohne exogenes NPY war in keiner Gruppe eine wesentliche Erholung der PNS-
induzierten Druckantwort zu sehen (C-E). Bei gesunden Kontrolltieren fiihrte exogenes NPY zu keiner signifikanten Erhhung
der Ratio [PNS-1b/PNS-15] (C). In portal hypertensiven Tieren wurde diese Ratio durch exogenes NPY signifikant erhoht (B,
D, E). Con: n=8; Con+NPY: n=8; PVL: n=6; PVL+NPY: n=6; LC: n=11; LC+NPY: n=11. Con, Kontrolltiere. LC,
Leberzirrhose. NA, Noradrenalin. PC, Perfusionszyklus. PNS, periarterielle Nervenstimulation. PVL, Portal-Venen-Ligatur.
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Somit stellt die Ratio [PNS-1b/PNS-15] einen Indikator fiir die Wiederherstellung der Fihigkeit
der mesenterialen arteriellen GefdBe zur Vasokonstriktion nach einer einstiindigen
Auswaschphase dar (Abb. 4A). Ohne exogenes NPY war in keiner Gruppe eine wesentliche
Erholung der vaskuldren PNS-induzierten Druckantwort zu sehen (Abb. 4 C-E). Bei gesunden
Kontrolltieren fiihrte exogenes NPY zu keiner signifikanten Erhohung der Ratio [PNS-1b/PNS-
15] (Abb. 4C). In portal hypertensiven Tieren wurde diese Ratio durch exogenes NPY
signifikant erhoht und die vaskuldre Druckantwort wiederhergestellt (Abb. 4B, D, E). So
verursachte exogenes NPY eine 32.5+50.1 %-ige Erhohung der Druckantwort auf periarterielle
Nervenstimulation bei gesunden Ratten (n.s.) und eine 114.3+35.5 %-ige Steigerung bei LC-

Ratten (p<0.001).

NA-Sekretion und der Einfluss von exogenem NPY im 2. PC. Wie im 1. PC zeigten

zirrthotische Ratten erneut eine erhohte PNS-induzierte NA-Freisetzung. Exogenes NPY
verminderte die NA-Freisetzung in gesunden Tieren geringfiigig. Bei zirrhotischen Tieren
jedoch war die PNS-induzierte NA-Sekretion in der Gegenwart von exogenem NPY stark
vermindert (Abb. 3C). Das Verhiltnis von NA-Freisetzung zu Druckantwort (PR) war bei
Zirrhose wie im 1. PC mehr als 3-fach erhoht. In Anwesenheit von exogenem NPY war die bei
LC-Ratten pathologisch gesteigerte Ratio NA/PR deutlich reduziert und unterschied sich nicht

mehr signifikant von den Werten bei gesunden Tieren (Abb. 3D).
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d. Diskussion

Viele Studien erbrachten bislang Hinweise auf eine gesteigerte Aktivitit des sympathischen
Nervensystems (SNS) bei Leberzirrhose [3, 6-9]. In letzter Zeit vermehren sich jedoch
Anhaltspunkte dafiir, dass bei portaler Hypertension eine splanchnische Atrophie des SNS zu
vermehrter mesenterialer arterieller Vasodilatation beitragen konnte. So wurde in mesenterialen
Arterien bei portaler Hypertension eine ausgepridgte Reduktion von sympathischen Nerven
sowie eine verminderte Expression der Tyrosin-Hydroxylase — einem Schliissel-Enzym der
Noradrenalin-Synthese — nachgewiesen [10-12]. Unter Verwendung von repetitiven
elektrischen sympathischen Nervenstimulationen und somit Nachahmung einer anhaltenden
und exzessiven Aktivitit des SNS im Splanchnikusgebiet bei Ratten mit Leberzirrhose konnten
wir eine im Durchschnitt um 30% erhohte NA-Freisetzung nachweisen. Initial war die NA-
Sekretion bei Zirrhose sogar annidhernd doppelt so hoch als bei gesunden Tieren. Obwohl die
erhohte Noradrenalin-Sekretion auf den ersten Blick in Wiederspruch zu den oben
beschriebenen Studien stehen, welche eine reduzierte SNS-Aktivitit im Splanchnikusgebiet bei
portaler Hypertension aufzeigen, konnte diese Diskrepanz durch periphere Zellen des
Immunsystems, welche mit Katecholamin-produzierenden Enzymen ausgestattet sind, erklart
werden [23]. Es gibt sogar indirekte Hinweise darauf, dass Immunzellen durch elektrische
Stimulation zur Freisetzung von Neurotransmittern angeregt werden konnen [24]. Bei vielen
chronisch-inflammatorischen Erkrankungen kommt es zu einem Verlust sympathischer
Nervenfasern [25], und dieser Verlust geht mit einer gleichzeitigen Vermehrung von Tyrosin-
Hydoxylase positiven Immunzellen einher [26]. Bei Leberzirrhose mit Aszites kommt es
bekannterweise zu einer chronischen “low-level” Inflammation, und somit konnte man
spekulieren, ob vielleicht eine gesteigerte Infiltration des Splanchnikusgebietes mit
Katecholamin-produzierenden Immunzellen zu einer erhohten PNS-induzierbaren NA-
Sekretion beitragen konnte. Wie dem auch sei, diese Hypothesen waren nicht Bestandteil dieser
Studie und sollten demnach im Rahmen weiterer Untersuchungen adressiert werden.
Nichtsdestoweniger zeigen unsere Daten Ubereinstimmungen mit indirekten Hinweisen auf
eine gesteigerte splanchnische NA-Sekretion: Die Noradrenalin-Konzentration zeigte sich im
Portalvenenblut bei humaner [6] und experimenteller [5] Leberzirrhose erhoht im Vergleich zu
arteriellen und/oder peripher-vendsen Blutproben. Dazu in Kontrast stehend fanden wir eine
verminderte PNS-induzierte splanchnische NPY-Sekretion bei zirrhotischen Ratten.
Des Weiteren zeigte sich eine im Vergleich zur basalen NPY-Sekretionsrate gesteigerte NPY -

Freisetzung als Folge einer elektrischen Nervenstimulation nur bei gesunden Tieren.
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Dies konnte neben einer verminderten basalen Freisetzungsrate auch auf eine verminderte
Fahigkeit der splanchnischen sympathischen Nervenfasern zur stimulierten NPY-Sekretion bei
portaler Hypertension hindeuten. AuBerdem konnte die verminderte Freisetzung von NPY das
funktionelle Korrelat zur oben beschriebenen Regression sympathischer Nervenaktivitit im
mesenterialen arteriellen Gefidlbett bei Leberzirrhose darstellen [10, 11]. Neben der lokal
verminderten SNS-Aktivitit gibt es weitere potenzielle Mechanismen zur Erkldrung eines
NPY-Mangels: Zweifellos ist die systemische — und in dieser Studie auch die lokale,
mesenterial freigesetzte — Noradrenalin-Konzentration bei Zirrhose erhoht [3, 6-9]. Da bei
intaktem Kreislauf diese erhohten NA-Konzentrationen auch das splanchnische arterielle
GefiBbett erreichen, konnte dies zu einer gesteigerten prasynaptischen Hemmung der NPY-
Freisetzung via ay-Rezeptoren fithren [27, 28]. Tatsédchlich fiihrt eine wiederholte Stimulation
sympathischer Nervenfasern zu einer Abnahme der NPY-Freisetzung [29]. Eine weitere
Erklédrung fiir eine lokal verminderte splanchnische NPY-Wirkung konnte die bei Leberzirrhose
gesteigerte Aktivitdt der Dipeptidyl-Peptidase-IV (DPP-IV) sein [30]. Die DPP-IV ist
Bestandteil des extrazelluldren Protein-Metabolismus und ist in unmittelbarer Nédhe von
endothelialen und glattmuskuldren Oberfldchenrezeptoren lokalisiert [31]. Dabei ist die DPP-IV
unter anderem an der Prozessierung von NPY beteiligt [32]. Folglich kann die durch gesteigerte
DPP-IV-Aktivitit vermehrte Prozessierung von NPY bei Zirrhose zu vermehrter Bildung von
NPY -Spaltprodukten fiithren, was dann in einer verminderten Stimulation des postsynaptischen,
Vasokonstriktion vermittelnden, Y-Rezeptors resultieren konnte. In dieser Studie fanden wir
bei Zirrhose eine im Splanchnikusgebiet (vor allem initial stark) vermehrte NA-Sekretion bei
gleichzeitig signifikant verminderter NPY-Freisetzung. Diese Dysbalance in der SNS-
Neurotransmitter Freisetzung konnte auch durch Endotheline (ET-1, ET-3) erkldrt werden,
welche zwar die NPY-Sekretion inhibieren, dabei aber die NA-Freisetzung nicht beeinflussen
[33]. Interessanterweise sind zirkulierende Plasmaspiegel von ET-1 und ET-3 bei Leberzirrhose
erhoht [34, 35], und konnten somit zu einer selektiven Inhibition der NPY-Sekretion beitragen.
Die beobachtete Dysregulation der NA-Freisetzung hingegen, insbesondere die schnellere und
starkere Depletion der PNS-induzierten NA-Sekretion bei Zirrhose, konnte die Auswirkung
einer verminderten Expression von Genen sein, welche den axonalen und vesikulidren
Transport, sowie die Exozytose von Katecholaminen regulieren [11]. Somit konnte eine
Atrophie sympathischer Nervenfasern initial zu einer kompensatorisch gesteigerten NA-
Freisetzung aus den verbliebenen Nervenendigungen fiihren, jedoch dabei mit einem
schnelleren Verlust von prisynaptisch gespeichertem NA und damit schnelleren Abfall der

NA-Freisetzung bei repetitiver PNS einhergehen.
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Die hier verminderte lokale NPY-Freisetzung im Splanchnikusgebiet steht im Gegensatz zu
erhohten systemischen NPY-Plasmaspiegeln bei Patienten mit Leberzirrhose [36].
Nichtsdestotrotz reflektieren systemische Plasmaspiegel lediglich ein “spill-over” der
Neurotransmitter aus dem synaptischen Spalt, welche von den unterschiedlichsten
Kompartimenten des Organismus in die systemische Zirkulation abgegeben werden.
Systemische NPY-Plasmaspiegel sind somit das Resultat von Produktion, Sekretion,
Degradation und Metabolismus im gesamten Organismus [4]. Unterschiede zwischen lokaler
und systemischer NPY-Produktion und Sekretion schlieBen sich daher keinesfalls aus. Hier
zeigten portal hypertensive Ratten nicht nur die bereits bekannte vaskuldre Hyporeaktivitit [1-
4, 15, 16], sondern zudem einen gesteigerten Abfall der vaskuldren PNS-induzierten
Druckantwort. Dieser Desensibilisierungs-Prozess scheint in gewissem Malle physiologisch zu
sein, da er auch bei den gesunden Tieren zu sehen war — das Ausmal} jedoch war bei portaler
Hypertension erhoht. Bei einer Synopsis unserer Ergebnisse fiir Druckantworten und
gleichzeitiger Neurotransmitter-Sekretion ldsst sich erkennen, dass die Hypothese einer
postsynaptischen ,,Desensibilisierung der glatten GefiBBmuskelzelle* erweitert werden sollte, da
es scheint, als wire der gesteigerte Abfall der Druckantwort bei anhaltender SNS-Aktivitit
zumindest teilweise auch auf einen schnelleren und gesteigerten Abfall der prdsynaptischen
NA-Freisetzung sowie auf eine mangelhafte NPY-Sekretion zuriickzufiihren. Dies stimmt auch
mit der Feststellung iiberein, dass die vaskulidre Hyporeaktivitit bei Leberzirrhose nicht durch
eine verdnderte Anzahl oder Affinitdt der postsynaptischen a;-Adrenorezeptoren bedingt ist
[37]. Da NPY ein potenter ,,Verstirker* und Modulator der vasokonstriktiven Wirkung von
NA ist [13-16], scheint es, als sei nicht nur die absolute Menge der NPY-Sekretion relevant,
sondern vielmehr das Verhiltnis von Transmitter und Ko-Transmitter. Die hier bei Zirrhose
veranderten Proportionen von NA/NPY und NA/Druckantwort unterstreichen diese Hypothese.
Der beobachtete Abfall der NA-Freisetzung bei gleichzeitig stabilerer und durch PNS weniger
beeinflussbarer basaler splanchnischer NPY-Sekretion konnte die Vermutung nahelegen, dass
NPY eine nervale vasokonstriktive Reserve darstellt, welche in Situationen mit exzessiver
Sympathikus-Aktivierung, wie beispielsweise bei  gastrointestinaler Blutung, den
tiberproportionalen Verlust bzw. Verbrauch von NA teilweise kompensieren kann. Allem
Anschein nach ist diese vaskuldre Reservefunktion im mesenterialen GefdBbett bei Zirrhose
weitgehend limitiert.

Knapp 30 Prozent der Sympathikus-vermittelten splanchnischen Vasokonstriktion werden
durch NPY vermittelt [20]. Dies untermauert die klinisch-pathologische Signifikanz der hier
gezeigten verminderten NPY-Sekretion im Splanchnikusgebiet. Zudem konnte der lokale NPY -
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Mangel einige unserer vorherigen Ergebnisse erkldren, vor allem die Frage, warum die
folgenden Effekte von exogenem NPY bei portaler Hypertension viel ausgeprigter sind als
unter physiologischen Bedingungen: NPY i) hemmt die eNOS- und nNOS-vermittelte
Produktion von NO und dessen vasodilatierende Wirkung [16, 38], ii) erhoht die Expression
und Aktivitit der vasokonstriktiven Rho-A-Kinase [38] und iii) reduziert den Portalvenendruck
und den portalvendsen Blutfluss [38]. In dieser Studie korrigierte exogenes NPY nicht nur die
PNS-induzierte Druckantwort mesenterialer Arterien bei portaler Hypertension, sondern
verlangsamte auch den Prozess der sukzessiven Degradation der Druckantwort und konnte
zudem die vaskuldre Sensitivitit fiir endogenes NA im 2. Perfusionszyklus wiederherstellen.
Die NPY-induzierte Potenzierung o;—adrenerger Vasokonstriktion via postsynaptischer Y |-
Rezeptoren ist bekannt [13, 14, 38]. Daneben wurden die préisynaptischen Effekte von NPY
bereits bei gesunden Ratten untersucht: NPY vermittelt einen negativen Feedback-
Mechanismus an der prisynaptischen Membran via Y;-, Y-, Ys- und weiterer Rezeptoren und
limitiert dadurch eine weitere NA-Freisetzung [39]. In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass
NPY die Freisetzung von NA bei zirrhotischen Tieren um ein vielfaches stirker hemmt als bei
gesunden Tieren. Die oben beschriebene Ratio von NA/Druckantwort, welche einen Indikator
fiir die NA-Menge darstellt, die zu einem bestimmten Mal} an Vasokonstriktion fiihrt, war bei
zirrhotischen Ratten unter dem Einfluss von exogenem NPY viel stirker vermindert als bei
gesunden Tieren. Dies zeigt die groBe Potenz von exogenem NPY, die vasokonstriktive
Sensitivitdt fiir NA bei Zirrthose zu erhdhen. Die verstirkten post- und prasynaptischen Effekte
von NPY bei portaler Hypertension passen auch zu der von uns bereits gezeigten erhohten
Produktion und Aktivitdt von nNOS, eNOS, und NO bei Zirrhose, da deren Uberproduktion bei
kranken Tieren zu einer entsprechend stirkeren durch NPY induzierbaren Aktivitits-Hemmung
und dadurch stédrkeren Reduktion der Vasodilatation fithren konnte [40, 41]. Kolo et al. zeigten,
dass der vasokonstriktive Effekt von NA durch NO abgeschwicht wird, die vasokonstriktive
Wirkung von NPY jedoch von NO unbeeinflusst bleibt [42]. Somit ist die gesteigerte NPY-
Wirkung bei Zirrhose in unseren Experimenten bei intaktem Endothel und damit erhhter NO-
Produktion plausibel. Weiterhin zeigten wir, dass das Hitze-Schock-Protein-90 (HSP-90) in
mesenterialen Arterien ein Signalmediator der nNOS- und eNOS-bedingten Vasodilatation ist
und dass die NO-abhédngige Vasorelaxation bei portaler Hypertension durch HSP-90 vermittelt
wird [43, 44]. Die starke Bindung von prozessiertem NPY 336 zu HSP-90 ist bekannt [45], und
konnte auf einen Mechanismus der NPY-vermittelten Regulation oder Modulation von NOS
und NO hindeuten. Proteolytische Prozessierung von NPY kann iiber das Spaltprodukt NPY5.36

zu einer selektiven Aktivierung des prdsynaptischen Y>-Rezeptors fithren [32].

25



In diesem Zusammenhang konnte der durch exogenes NPY induzierte Y,-Rezeptor-vermittelte
Abfall der NA-Sekretion bei Leberzirrhose deshalb stiarker sein, weil die oben erwihnte, bei
Zirrhose erhohte DPP-IV-Aktivitit [30] zu einer gesteigerten proteolytischen Prozessierung von
NPY und damit gesteigerten prdsynaptischen Stimulation des Y,-Rezeptor und dadurch zu
vermehrter Inhibition der NA-Sekretion fiihrt. Dariiber hinaus wurde auch eine cholinerge M;-
Rezeptor abhdngige Vasodilatation im perfundierten mesenterialen Gefdlbett der Ratte
beschrieben [46]. Interessanterweise wirkt NPY {iber Y;,-Rezeptoren inhibierend auf die
sympathische cholinerge Vasodilatation, aber nicht auf die sympathische adrenerge
Vasokonstriktion [47]. Dies konnte einen weiteren Mechanismus darstellen, wie exogenes NPY
iber eine spezifische Bindung an den Y;-Rezeptor die gesteigerte Vasodilatation bei Zirrhose
hemmen kann und sollte ebenfalls in zukiinftigen Studien untersucht werden.
Zusammenfassend stellen wir ein Ungleichgewicht der mesenterialen sympathischen
Neurotransmitter-Freisetzung — genauer gesagt eine gesteigerte NA-Sekretion bei gleichzeitig
verminderter NPY-Sekretion — bei zirrhotischen Ratten fest, und daraus resultierend eine
vasokonstriktive Hyporeaktivitdt (Abb. 5A). Exogenes NPY hat dabei wenig Effekt auf die
vaskuldre Druckantwort bei gesunden Tieren. Bei portaler Hypertension hingegen verstérkt
NPY die PNS-induzierte Druckantwort, reduziert den vaskuldren Desensibilisierungs-Prozess
und vermindert die pathologisch gesteigerte NA-Sekretion signifikant und kann dadurch
wahrscheinlich die bei Zirrhose gesteigerte NA-Freisetzung okonomisieren. Diese Ergebnisse
weisen sowohl auf eine prd- als auch postsynaptisch gesteigerte Wirkung von NPY auf portal
hypertensive splanchnische Arterien hin (Abb. 5B).

Im menschlichen Organismus ist die splanchnische Vasokonstriktion mit der lokalen
Freisetzung von NA und NPY assoziiert. Eine zusitzliche Erhohung der NPY- und
Katecholamin-Plasmaspiegel nach Propranolol-Gabe kommt dabei wahrscheinlich durch eine
gesteigerte SNS-Aktivitidt und/oder verminderten Abbau der Transmitter zustande [48]. Dies
zeigt, dass NPY auch eine Rolle bei der splanchnischen Wirkung von non-selektiven
B-Blockern bei Leberzirrhose spielen konnte. Bei gesunden Menschen wurde gezeigt, dass eine
intravendse NPY-Infusion (i) den splanchnischen Blutfluss stark reduziert und damit dem
hyperdynamen Zirkulationssyndrom bei Leberzirrhose entgegenwirken konnte, (ii) den renalen
Blutfluss leicht reduziert und (iii) interessante metabolische Wirkungen hervorruft, wie die
Hemmung splanchnischer Glykogenolyse oder die Regulation der Nahrungsaufnahme und des
Appetits [49, 50]. Aus diesen Griinden sollte die Infusion von NPY bei Patienten mit portaler
Hypertension unter strenger Kontrolle renaler und metabolischer Marker getestet werden, um

die potenziellen splanchnischen himodynamischen Effekte bei Leberzirrhose zu untersuchen.
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Background & Aims: Splanchnic vasodilation is an essential dis-
turbance in portal hypertension. Increased systemic sympathetic
nerve activity is well known, but potential corresponding vascu-
lar desensitization is incompletely characterized. Release of
splanchnic sympathetic neurotransmitters noradrenaline (NA)
and co-transmitter neuropeptide Y (NPY) remains to be eluci-
dated. Finally, the effects of exogenous NPY on these mechanisms
are unexplored.

Methods: Portal vein ligated cirrhotic, and control rats were used
for in vitro perfusion of mesenteric arteries. Depletion of vascular
pressure response was induced by repetitive electric sympathetic
perivascular nerve stimulation (PNS) and performed in the
absence and presence of exogenous NPY. Additionally, PNS-
induced release of NA and NPY was measured.

Results: Mesenteric PNS-induced pressure response was lower in
portal hypertension. Depletion of the pressure response to PNS,
representing the degree of desensitization, was enhanced in por-
tal hypertension. NA release was elevated, whereas NPY release
was attenuated in cirrhosis. Administration of exogenous NPY
led to marked recovery from desensitization and vasoconstrictive
improvement in cirrhotic rats, being associated with more pro-
nounced decrease of NA release.

Conclusions: Pronounced depletion of splanchnic arterial pres-
sure-response to repetitive sympathetic nerve stimulation in cir-
rhosis is partly attributable to altered NA release as well as to
deficient NPY release. External NPY restores vascular contractility
and attenuates pathologically elevated NA release in the portal
hypertensive mesenteric vasculature, revealing post-, and pre-
junctional effects at the vascular smooth muscle motor endplate;
therefore outlining encouraging therapeutic strategies.
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Introduction

Splanchnic arterial vasodilation in portal hypertension is attrib-
uted to overproduction of vasodilators and hyporeactivity to
vasoconstrictors [1], which is mediated partly by defective intra-
cellular vascular smooth muscle cell signaling [2]. Upregulated
sympathetic nervous system (SNS), acting as compensatory
mechanism, reveals prognostic significance, namely increased
serum levels of noradrenaline (NA), correlating with survival of
cirrhotic patients [3,4]. In case of portal hypertension, systemic
plasma NA levels could mainly depend on splanchnic NA produc-
tion [5]. Besides systemic NA levels, data in terms of actual
splanchnic synthesis/release of neurotransmitters are scarce
and controversial [6-12].

Neuropeptide Y (NPY) is co-stored and co-released with NA
from secretory vesicles of sympathetic nerve terminals, inducing
potentiation of o -adrenergic vasoconstriction via G-protein-
associated postsynaptic Y, receptors [13]. It mediates this effect
via sensitizing vascular smooth muscle to NA, although the exact
pathway is unknown [14]. We previously found that NPY aug-
ments o4-adrenergic mesenteric vasoconstriction induced by
exogenous NA in cirrhotic rats to a greater extent than in healthy
animals [15,16].

Prolonged adrenergic tissue stimulation leads to diminished
responsiveness to subsequent activation by catecholamines; this
general process is termed “desensitization”. Consequently, sus-
tained SNS activity, as seen in pheochromocytoma, may lead to
vascular desensitization, thereby aggravating splanchnic vasodi-
lation in cirrhosis as well [17,18].

In the isolated rat mesenteric bed, electric sympathetic nerve
stimulation mimics extensive and/or prolonged SNS activity. This
procedure has been examined previously in healthy rats and
causes pressure response by inducing NA and NPY release
[19,20]. However, the physiological stimulus for the sympatho-
adrenergic modulation of vascular tone, namely nerve stimula-
tion, has not been used so far for direct evaluation of SNS neuro-
transmitter release and associated hemodynamic action in portal
hypertensive splanchnic vasculature. Therefore, we aimed firstly
at exploring the hemodynamic effect of mesenteric vascular
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desensitization caused by repetitive perivascular nerve stimula-
tion with, secondly, concomitant assessment of PNS-induced
SNS neurotransmitter release in portal hypertensive rats. Thirdly,
the impact of exogenous NPY on PNS-induced pressure response
and SNS neurotransmitter release was addressed.

Materials and methods
Animals

Experiments were conducted according to the German Physiological Society prin-
ciples for the use of laboratory animals (Granted permission number 621-2531.1-
23/00, Government of Bavaria).

CCly-induced liver cirrhosis (LC)

Cirrhosis was induced in male specific pathogen-free rats (Charles-River) by CCl,
inhalation along with phenobarbital (0.35 g/L) containing drinking water. After
12-16 weeks, this approach induces cirrhosis. Age- and sex-matched rats were
used as control group (Con).

Induction of portal hypertension: Portal vein ligation (PVL)

A prehepatic portal hypertensive animal model extensively studied in our labora-
tory was used [15,16]. Briefly, after a midline abdominal incision, the portal vein
was freed from the surrounding tissue. A ligature was placed around a needle
lying alongside the portal vein. Subsequent removal of the needle yielded a cali-
brated stenosis.

In vitro perfusion

The in vitro perfusion system used was a modification of that originally described
by McGregor and used extensively in our laboratory [21]. After isolating the supe-
rior mesenteric artery (SMA) with its mesentery, splanchnic vasculature was per-
fused with oxygenated 37 °C-Krebs solution using a roller pump (Isamtec, I[PC-8-
channel; Glattburg, Ziirich, Switzerland). Perfusion pressure was measured with a
P-23-Db strain gauge transducer (Statham) and continuously recorded (Powerlab
Quadbridge and Powerlab 4/20; AD Instruments).

Perivascular nerve stimulation (PNS)

Nerves surrounding the SMA were stimulated (33 Hz, 50V, 30s) using a nerve
stimulator (I-ZQ4V, Hugo Sachs Electronics). In preliminary experiments, we
investigated the time and frequency dependent induction of the vascular pressure
response (PR). We confirm that PNS at 33 Hz and 30 s causes maximal PR, which
cannot be increased further by higher frequencies and/or longer stimulation
times [19]. PNS provokes reproducible peaks of PR by stimulating endogenous
vasoconstrictor release [19].

Quantification of noradrenaline (NA)

Aliquots of 3-ml perfusate were collected (collection tubes containing 60 pl GSH/
EGTA solution as preservative). A Prominence HPLC system (Shimadzu, Duisburg,
Germany) with an amperometric detector 3500A and Sputnik® detector cell (Rec-
ipe, Munich/Germany) was used. Aliquots of 1-1.5 ml perfusate were analysed
with a commercially available kit (ClinRep® Catecholamines in plasma, Recipe,
Munich/Germany). As low as 5 pg/ml NA could be determined.

Quantification of neuropeptide Y (NPY)

A commercial radioimmunoassay kit by Eurodiagnostica (EURIA-NPY) was used.
Crossreaction with other peptides was below 0.1%. The lowest detectable concen-
tration was 3 pmol/L. The mean recovery range was 75-88%.

Protocol I: desensitization to repetitive PNS and neurotransmitter release

This protocol was performed to characterize the extent of pressure response deg-
radation caused by repetitive SNS neurotransmitter release [Con: n=19, PVL:
n=12, LC: n=19]. After baseline perfusion at 4 ml/min was established for

JOURNAL OF HEPATOLOGY

30 min, 15 repetitive PNS were implemented (interval-time: 8 min). This first
period of repetitive PNS is called the 1st perfusion cycle. To compare endogenous
NA and NPY release, perfusate samples were collected after 3rd, 6th, 9th, 12th,
and 15th PNS in another series of experiments [Con: n=12, LC: n=12]. In PVL
rats, hyperdynamic-circulation develops acutely (within 3-5 days) [22]. Portal
hypertension decreases afterwards due to the development of portosystemic col-
laterals, whereas compensatory SNS upregulation and altered NA release in cir-
rhosis emerge chronically [22]. In cirrhotic rats, systemic NA levels are higher
than in PVL rats, indicating that enhanced sympathetic nerve activity depends
on the development of cirrhosis [5]. Therefore, PVL rats were not used for NA
measurement.

Protocol II: prolonged effects of pressure response (PR) depletion and impact of
exogenous NPY

After the 1st perfusion cycle, a 1-h washout period was performed, followed by a
2nd perfusion cycle with 5 sequential PNS (PNS-1b-5b) to investigate the sus-
tained effects of PR depletion. To characterize the influence of exogenous NPY,
the groups were divided [Con: n=8, Con+NPY: n=8, PVL: n=6, PVL + NPY:
n=6,LC: n=11, LC+NPY: n=11]. In NPY groups, exogenous NPY [50 nM] was
added to the perfusion solution halfway through the 1-h washout period. In pre-
liminary studies, we found 50 nM NPY having no direct vasoconstrictive action.
NPY was present at the same molar concentration in the perfusion system
throughout the 2nd perfusion cycle. For NA measurement, samples were col-
lected similar to protocol I in another series of experiments [Con: n=12, LC:
n = 12]. In the 2nd perfusion cycle, NPY release was not measured, because inter-
acting exogenous NPY would hinder interpretation.

Statistical analysis

Normal distribution was tested by Kolmogorov-Smirnov-test. Values were com-
pared using ANOVA (one-way, with repeated measurements and correction for
multiple comparisons) or the Student’s-t test if appropriate. The significance level
was set at p <0.05.

Results
Animals

Spleen weight was elevated in portal hypertension (Table 1).
Pressure response to PNS correlated negatively and significantly
with spleen weight (r = —0.86, p <0.01) being apparently logarith-
mic (R? =0.8).

Repetitive PNS and pressure response (PR) [1st perfusion cycle]

Baseline perfusion pressure was lower in portal hypertensive rats
(Table 1). PR was maximal at PNS-3 and decreased with each fur-
ther PNS, reflecting a desensitization process. PR was blunted in
portal hypertension (Fig. 1A). The decline in pressure response
was estimated relative to maximum (PNS-3). This process was
pronounced in portal hypertensive study groups, indicating an
accelerated decline of pressure response to repetitive PNS
(Fig. 1B). In fact, in portal hypertensive mesenteric arteries, sig-
nificantly less numbers of PNS were necessary to achieve, e.g., a
40%-reduction (Table 1) from maximum pressure response.

PNS-induced NA release and associated PR [1st perfusion cycle]

Basal NA release was low in both study groups (Con:
13.6 £ 9.6 pg/ml vs. LC: 15.0 £ 6.2 pg/ml; n.s.). PNS-induced NA
release was higher in cirrhosis (Fig. 1C). With increasing numbers
of PNS, NA release degraded . The slope of decrease and the over-
all decrease of NA release were more pronounced in cirrhotic rats
(477.5 £121.6 pg/ml) as compared to controls (219.9+110.9
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Table 1. Basic and haemodynamic parameters [1st perfusion cycle].

Parameter Con PVL LC
Spleen-weight/body weight [g/kg b.w.] 1.7+0.3 4.2 +1.07 6.0 £ 0.9***
Spleen-weight/mean PR in 1st PC [g/mmHg] 0.005 + 0.001 0.019 £ 0.005*** 0.044 + 0.014***
Baseline [mmHg] 21.4+6.3 154 +3.3* 16.3+4.1*
Mean pressure-response = PR [mmHg] 114.3+17.5 74 + 9.5"** 57.4 £ 11.3"
Decrease of PR [%] 346 +£17.1 55.1 £ 10.9*** 50.4 £ 8.1***
DP-40 128+23 9.8 +2.8* 10.2 £ 3**

DP-40, number of PNS inducing a 40%-decrease of pressure response.
*p <0.05 vs. Con; **p <0.01 vs. Con; ***p <0.001 vs. Con.
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Fig. 1. Pressure response (PR) and neurotransmitter release [1st perfusion
cycle]. (A) Lower PNS-induced PR [PVL: n=12, LC: n=19, Con: n=19] and (B)
pronounced PR depletion in PVL and LC. (C) NA release is higher in LC (n=12) as
compared to controls (n = 12). (D) Basal and PNS-induced NPY release is reduced
in LC. *p <0.05 vs. LC; **p <0.01 vs. LC/PVL; ***p <0.001 vs. other groups; 'p <0.05
and 'p <0.01 vs. Con; n.s., not significant. LC, liver cirrhosis; PC, perfusion cycle;
PNS, periarterial nerve stimulation; PVL, portal vein ligation.

pg/ml; p <0.001). In order to estimate the efficacy of NA in caus-
ing vasoconstriction, we calculated the ratio NA release/PR. The
more NA is necessary to change pressure response by, e.g.,
1 mmHg, the higher this ratio is. In fact, cirrhotic rats did exhibit
higher NA/PR ratios (LC: 5.7 +2.2 [pg/ml]/mmHg vs. Con:
1.7 £ 0.5 [pg/ml]/mmHg; p <0.01).

PNS-induced NPY release [1st perfusion cycle]

Basal NPY release as well as PNS-induced NPY release from mes-
enteric vasculature was lower in cirrhosis (Fig. 1D). In contrast to
the decrease of PNS-induced NA release, NPY release in both
study groups showed no abatement (data not shown): the
amount of PNS-induced NPY release was independent of the

number and/or intensity of nerve stimulation. Compared to basal
NPY release, PNS induced a significant increase of NPY release
only in healthy rats (Fig. 1D). Consequently, the NPY/NA ratio
was lower in cirrhosis (0.6 + 0.2 [pmol/L]/[pg/ml]) as compared
to controls (1.2 £ 0.3 [pmol/L]/[pg/ml]; p <0.001), also underlin-
ing a deficiency in NPY release.

Pressure response and impact of exogenous NPY [2nd perfusion
cycle]

Like in the 1st perfusion cycle, basal perfusion pressure before
2nd perfusion cycle was lower in LC and PVL rats (p <0.05), and
not altered by incubation with NPY (data not shown). PNS-
induced pressure response was blunted in portal hypertension
(Fig. 2B). PNS-induced PR depletion along the 2nd perfusion cycle
was significant only in portal hypertensive rats and flattened in
the presence of NPY (Fig. 2A). NPY slightly improved pressure
response in controls but markedly improved pressure response
in PVL and LC rats (Fig. 2B). To understand the extent of time
dependent recovery from PR depletion caused by repetitive PNS
in the 1st perfusion cycle, we compared pressure response to
the first PNS of the 2nd perfusion cycle [PNS-1b] to pressure
response to the last PNS in the 1st perfusion cycle [PNS-15]. Thus,
the ratio [PNS-1b/PNS-15] was used as indicator for recovery of
vascular ability in causing pressure response after the 1-h wash-
out period (Fig. 3A). Without NPY, after 1 h, no recovery of pres-
sure response could be seen in any group (Fig. 3 C-E). In controls,
exogenous NPY could not significantly improve the ratio [PNS-1b/
PNS-15] (Fig. 3C). In portal hypertensive rats, however, NPY sig-
nificantly elevated this ratio, being able to markedly restore pres-
sure response (Fig. 3B, D, and E). Indeed, NPY caused a
32.5 £50.1% increase in vascular sensitivity to PNS in healthy rats
(n.s.) vs. e.g., 114.3 + 35.5% enhancement of pressure response in
LC rats (p <0.001).

NA release and impact of exogenous NPY [2nd perfusion cycle]

Like in the 1st perfusion cycle, LC rats showed elevated PNS-
induced NA release. Exogenous NPY did slightly blunt NA release
in controls. In LC rats, PNS-induced NA release was drastically
suppressed in presence of exogenous NPY (Fig. 2C). Like in the
1st perfusion cycle, cirrhotic rats showed again more than three-
fold elevated NA/PR ratios. In the presence of exogenous NPY, the
pathologically increased NA/PR ratios in cirrhosis were markedly
reduced to levels equal to those of controls (Fig. 2D).
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Fig. 2. Pressure-response, NA release and impact of exogenous NPY in the 2nd
perfusion cycle. Impact of exogenous NPY [50 nM] on (B) PNS-induced pressure
response and (A) PR depletion. Con: n = 8, Con + NPY: n =8, PVL: n = 6, PVL + NPY:
n=6, LC: n=11, LC+NPY: n=11. (C) PNS-induced NA release and impact of
exogenous NPY [Con: n=6, Con+NPY: n=6, LC: n=6, LC + NPY: n=6]. (D) The
ratio NA release/PR functions as index of NA efficacy in causing PR and is elevated
in LC, this imbalance is compensated by exogenous NPY. n.s., not significant. LC,
liver cirrhosis; PNS, periarterial nerve stimulation; PR, pressure response; PVL,
portal vein ligation.

Discussion

Numerous investigations underline marked SNS activity in cir-
rhosis [3,6-9]. However, recent reports suggest splanchnic sym-
pathetic atrophy in portal hypertension. In detail, marked
reduction of sympathetic nerves and decreased protein expres-
sion of tyrosine-hydroxylase key enzyme for NA synthesis have
been demonstrated in portal hypertensive mesenteric arteries
[10-12]. Applying a model of repetitive electric PNS resembling
sustained splanchnic vascular SNS activity, we report that cir-
rhotic rats display almost doubled and about 30% increased NA
release caused by first and subsequent PNS, respectively. This
apparent discrepancy can potentially be explained by peripheral
immune cells being equipped with catecholamine synthesizing
enzymes [23]. Indirect evidence also shows neurotransmitter
release from immune cells in response to electrical stimulation
[24]. In fact, in face of the loss of sympathetic nerve fibers, which
is a feature of many chronic inflammatory diseases [25], concom-
itant increase in tyrosine-hydroxylase positive immune cells has
been demonstrated [26]. Considering the well-known splanchnic
chronic low level inflammation in ascitic cirrhosis, it is tempting
to speculate whether an enhanced infiltration with catecholam-
inergic immune cells may contribute to the increased PNS-
induced NA release. However, this was not the aim of the current
investigation and has to be addressed by further studies. None-
theless, our data concur with previous indirect evidence of
enhanced splanchnic NA release showing increased NA concen-
trations in portal venous as compared to arterial and/or periphe-
ral blood samples in human [6] and experimental cirrhosis [5].
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Fig. 3. Recovery of pressure response in presence/absence of exogenous NPY.
(A) A representative chart displays repetitive PNS [1st perfusion cycle] followed
by a 1-h washout period and a 2nd perfusion cycle including 5 repetitive PNS. (B)
Recovery of PR to PNS of an LC rat in presence of exogenous NPY. NPY
significantly improves PR, given as ratio [PR to PNS-1b]/[PR to PNS-15], in (E) LC
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cirrhosis; PC, perfusion cycle; PNS, periarterial nerve stimulation; PR, pressure
response; PVL, portal vein ligation. (This figure appears in color on the web.)

In contrast, splanchnic PNS-induced NPY release was blunted
in cirrhosis. Significant increases in PNS-induced NPY release
were detected only in healthy rats, demonstrating a diminished
ability of sympathetic nerves to release NPY in portal hyperten-
sive splanchnic arteries. This could represent the functional cor-
relate for reported downregulation and regression of
sympathetic innervation in the mesenteric arterial tree in cirrho-
sis [10,11]. Besides local SNS downregulation, other potential
mechanisms could explain NPY deficiency: unquestionably, sys-
temic NA levels are increased in cirrhosis [3,6-9]. This might lead
to enhanced o,-adrenergic presynaptic inhibition of NPY release
[27,28]. Indeed, repeated stimulation of sympathetic nerves
causes depletion of NPY release [29]. Another interesting linkage
to decreased splanchnic NPY action is elevated dipeptidyl-pepti-
dase IV (DPP-IV) activity in cirrhosis [30]. DPP-IV acts on the
extracellular metabolism of peptides at/near endothelial and
smooth muscle cell surface receptors [31]. Proteolytic processing
of NPY by DPP-1V is well known [32]. Consequently elevated DPP-
IV activity in cirrhosis might lead to enhanced NPY processing
and thus reduced mesenteric NPY activity. Furthermore, dysbal-
anced SNS neurotransmitter release is in accordance with evi-
dence of differential modulation of NA and NPY release in the
rat mesenteric bed: endothelins (ET-1, ET-3) have been shown
to inhibit NPY release but not NA release [33], closely resembling
our results. Considering cirrhosis, circulating plasma levels of

Journal of Hepatology 2013 vol. 58 | 254-261 257

Cirrhosis



Cirrhosis

Research Article
A

Sympathetic nerve terminal:
prejunctional

“NA-wastage”

Sympathetic nerve terminal:

prejunctional

"'Systemic ‘,‘ L
. SNS-activity | 1 NO

| dilative!
1ACH ) YR

— Inhibiting/negative influence
—» Promoting influence/causing

Exogenous NP

4 Up-regulated transmitter/mechanism

Smooth muscle cells: Endothelium

postjunctional

Systemic “ a2-AR ? o Desensitization of
. vi r!é a1-AR associated- NO
SNS actmty* ,o T TN intracellular signalling 4 4
l « NPY ) ® RhoA kinase eNOS
RS al-AR
:\?O*S* % Insufficient Y 1-R-stimulation
SNS-innervation { HSP-QO* v Y -R Sensitization for NPY4
SNS-related genes aso-
dilative HSP-90
ET-1
& '

v

Pressure-response y -

Smooth muscle cells:
postjunctional

Endothelium

“Re-sensitization”y = - ----- 9
of | NO !

a1-AR for NA

e Potentiation of
al-adrenergic
vasoconstriction

o RhoA kinase4

* Down-regulated transmitter/mechanism

Fig. 4. Hypothesis on dysregulated sympathetic nervous system in portal hypertensive mesenteric arteries. (A) Regarding the mesenteric arterial smooth muscle,
chronically increased NA levels lead to pre- and postjunctional effects resulting in decreased pressure response. (B) External NPY modulates vasocontrictive NA effects via
postjunctional Y; receptor-mediated and Y5 receptor-mediated prejunctional effects (e.g., economizing NA release). For a detailed explanation see the Discussion section.
ol12-AR, oly2-adrenoceptor; ACH, acethylcholine; DPP-1V, dipeptidylpeptidase-IV; ET-1/3, endothelin-1/3; HSP-90, heat shock protein-90; NO, nitric oxide; eNOS,
endothelial nitric oxide synthase; nNOS, neuronal nitric oxide synthase; SNS, sympathetic nervous system. (This figure appears in color on the web.)

endothelin-1 and -3 are elevated [34,35] and therefore could con-
tribute to selective inhibition of NPY release. Finally, the observed
accelerated decline of PNS-induced NA release and dysregulated
NA release in cirrhosis may reflect reduced expression of genes
regulating axonal transport, vesicle trafficking, and exocytosis
of catecholamines [11]. Therefore, sympathetic nerve atrophy

could result in a compensatory increased initial release but faster
wastage of NA from presynaptic vesicles. However, the observed
local splanchnic deficit in PNS-induced NPY release is in apparent
contrast to increased systemic NPY levels reported in patients
with cirrhosis [36]. Nonetheless, systemic concentrations only
reflect the “spill-over” of neurotransmitters from the synaptic
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cleft in multiple compartments into the circulation, representing
remaining NPY after degradation/metabolism at various sites [4].
Here portal hypertensive rats not only presented well-known
vascular hyporeactivity [1-4,15,16], but an accelerated decrease
in pressure response to repetitive PNS. This desensitization pro-
cess seems to be physiological, being present also in healthy rats,
but the extent is exaggerated in portal hypertension. Regarding
this, the hypothesis of pronounced postjunctional “smooth mus-
cle desensitization” has to be supplemented, for it seems that the
pronounced depletion of pressure response to sustained SNS
activity is at least partly attributable to an enhanced prejunction-
al depletion of NA release and deficient NPY release. This concurs
with the fact that vascular hyporesponsiveness in cirrhosis is not
due to changes in the affinity and/or number of postsynaptic o1-1
adrenoceptors [37]. Since NPY is a potent amplifier of the vaso-
constrictive response to NA [13-16], it appears that not the abso-
lute amount, but rather the proportion of transmitter/co-
transmitter release is essential for vasoconstriction. This was
underscored by altered NA/PR and NA/NPY ratios in cirrhosis. In
conjunction with the observed NA depletion but more robust sta-
ble splanchnic NPY release, it is tempting to speculate that NPY
represents a basal nerval reserve function enabling compensation
for loss of NA release in situations of extensive SNS activation,
e.g., gastrointestinal hemorrhage. In portal hypertensive mesen-
teric vasculature, however, this reserve function appears vastly
limited.

Approximately 30% of vasoconstriction produced by the SNS
in mesenteric vasculature depends on NPY [20]. This substanti-
ates the clinical significance of the observed lack of splanchnic
NPY release. Furthermore, NPY deficiency could explain our pre-
vious findings, namely why the following effects of external NPY
were more markedly pronounced in portal hypertension: NPY (i)
inhibited eNOS- and nNOS-mediated NO production and its
vasodilating effect [16,38], (ii) enhanced vasoconstrictive Rho-A
kinase expression and activity [38], and (iii) reduced portal pres-
sure and portal blood flow [38]. Here exogenous NPY not only
corrected mesenteric PNS-induced pressure response in portal
hypertension, but markedly slowed the desensitization process,
restoring vascular sensitivity to PNS-induced endogenous NA.
NPY-induced potentiation of o;-adrenergic vasoconstriction via
postsynaptic Y, receptors is well known [13,14,38]. Besides, pre-
junctional NPY effects have been studied in healthy rats. NPY
exerts a negative feedback on NA release at the synaptic cleft,
limiting further NA release by activation of a variety of receptors
including the Y1, Y2, and Y5 receptor [39]. In this study, NPY sup-
pressed NA release more potently in cirrhosis. The ratio of NA
release to PNS-induced pressure response, indicating the NA
amount required for vasoconstriction, was greatly diminished
by exogenous NPY in cirrhosis. The pronounced post and prejunc-
tional NPY action in portal hypertension also matches our
reported results of nNOS and NO overproduction in mesenteric
nerves and eNOS upregulation leading to arterial vasodilation
in portal hypertension [40,41]. Kolo et al. [42] showed that the
vasoconstrictive ability of NA in the rat mesenteric arterial bed
was attenuated by NO, whereas the vasoconstrictive ability of
NPY was unaffected. This fits with the enhanced NPY efficacy in
cirrhosis despite NO overproduction, especially because in our
experiments endothelium was intact. Previously, we showed that
heat-shock protein-90 (HSP-90) acts as signaling mediator of
nNOS- and eNOS dependent vasodilation in mesenteric arteries,
and that increased nitrergic vasorelaxation observed in portal
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hypertension is mediated largely by HSP-90 [43,44]. However,
the reported strong binding of processed NPY;3_3 to HSP-90
might outline a mechanism of NPY-mediated NOS/NO regulation
[45]. Furthermore, the proteolytic processing of NPY leads to
selective activation of presynaptic Y2 receptors via NPY3_3g
[32]. Therefore, the observed Y2 receptor-associated decrease of
NA release might be more pronounced in cirrhosis because of
the above mentioned elevated DPP-IV-activity [30] and thus
increased proteolytic processing of NPY with subsequent selec-
tive presynaptic Y2 receptor stimulation. Moreover, cholinergic
M3 receptor-induced vasodilation in the perfused rat mesentery
is well known [46]. Interestingly, NPY mediates inhibition of
sympathetic cholinergic vasodilatation via Y2 receptors but not
of sympathetic adrenergic vasoconstriction [47], giving another
explanation of how specific Y2 receptor binding might inhibit
vasodilation, particularly in cirrhosis.

In summary, we report that mesenteric vasculature of cirrhotic
rats presents with dysbalanced mesenteric sympathetic neuro-
transmitter release, namely increased NA release but diminished
NPY release, resulting in vasoconstrictive hyporeactivity
(Fig. 4A). Exogenous NPY has little effect on pressure response
in controls but markedly augments PNS-induced pressure
response, reduces PNS-induced vascular desensitization and sup-
presses NA release in cirrhosis, thereby probably economizing NA
release. These effects evidence pronounced pre- and postjunction-
al NPY effects in portal hypertensive splanchnic arteries (Fig. 4B).

In humans, splanchnic vasoconstriction during exercise is
associated with local NPY and NA release, and additional eleva-
tion in plasma NPY and catecholamines after propranolol admin-
istration is probably due to increased SNS activity and/or
decreased disposal [48]. This reveals that NPY also might play
an important role in the splanchnic mechanism of action of
non-selective B-blockers in cirrhosis. NPY infusion in healthy
humans has been shown to: (i) markedly reduce splanchnic and
slightly lower renal blood flow and (ii) cause interesting meta-
bolic changes, including inhibition of splanchnic glycogenolysis
and appetite regulation [49,50]. Therefore, NPY infusion should
be tested in patients with portal hypertension for its potential
impact on splanchnic hemodynamics with careful monitoring of
renal function and metabolic markers.
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Suppl.-Fig. 5 Impact of exogenous NPY [50nM] on PR and NA-release in 2" PC. In portal hypertensive conditions, the

impact of exogenous NPY is to elevate PNS-induced PR and to depress NA levels in LC rats significantly (C, D), whereas these

values are only tendentially modified in control rats (A, B). LC, liver cirrhosis. NA, noradrenaline. PC, perfusion-cycle. PNS,

periarterial-nerve-stimulation. PR, pressure-response.
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