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ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACE angiotensin converting enzyme

ALAT Alanin-Aminotransferase / Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT)
AP alkalische Phosphatase

AT Angiotensin

ca. circa

Cl cardiac index

cm Zentimeter

CO cardiac outout

CVP central venous pressure / zentralvendser Druck

GTP Guanosintriphosphat

GDP Guanosindiphosphat

HR heart rate / Herzfrequenz

HSC hepatic stellate cell / Hepatische Sternzelle

HVPG hepato-venous pressure gradient / hepatovendser Druckgradient
HVR hepatic vascular resistance / hepatischer GefalRwiderstand
HZV Herzzeitvolumen

IP3 Inositoltrisphosphat

kg Kilogramm

KG Korpergewicht

MAP mean arterial pressure / mittlerer arterieller Druck

mg Milligramm

ml Milliliter

mm Millimeter

NADPH (reduziertes) Nicotinamidadenindinukleotidphosphat

NO nitric oxide / Stickstoffmonoxid

PLC Phospholipase C

PP portal pressure / Pfortaderdruck

PSS porto-systemic shunting

PVI portal venous inflow / portaler Einstrom



RAAS
SPP
SST
SVR
TGF-B
TNF-a
UDCA

Renin-Angiotensin-Aldosteron-System

splanchnic perfusion pressure / splanchnischer Perfusionsdruck
Somatostatin

systemic vascular resistance / systemischer Gefallwiderstand
transforming growth factor 3

tumor necrosis factor a

Ursodesoxycholsaure



1 EINLEITUNG/HINTERGRUND

Die portale Hypertension ist die hamodynamische Konsequenz der zirrhotischen
Lebererkrankung. Die haufigsten, auch letalen Komplikationen der Leberzirrhose
sind Folge der portalen Hypertension, Beispiele sind Osophagusvarizenblutung,
hepatische Enzephalopathie, Aszitesbildung, spontane bakterielle Peritonitis und das
funktionelle Nierenversagen (hepatorenales Syndrom). Diese Komplikationen
entstehen durch zwei charakteristische pathophysiologische Phanomene: die

Entwicklung porto-systemischer Kollateralen und die hyperdyname (1) Zirkulation.

1.1 Definition der portalen Hypertension

Ausgehend von den physiologischen Druckverhaltnissen (3-6 mmHg absoluter Druck
in der Vena portae und <4 mmHg relativer Druck im Verhaltnis zwischen V. portae
und V. cava inf.) wird die portale Hypertension als ein anhaltender Anstieg des
Portaldruckes auf Werte = 7 mmHg und/oder des transhepatischen Druckgradienten
auf 2 5SmmHg definiert (2-4).

Der Pfortaderdruck kann direkt Gber Kanulierung der Pfortader oder indirekt Gber den

Lebervenenverschlussdruck (Wedge-Druck) gemessen werden (5).

1.2 Pathogenese der portalen Hypertension

Die portale Hypertension ist durch einen Anstieg des hydrostatischen Druckes im
portalen GefalRbett gekennzeichnet. Klinisch aul3ert sich dies vor allem in der Bildung
von Aszites, der ErschlieBung von Umgehungskreislaufen (porto-cavale
Anastomosen) und der damit verbundenen Gefahr gastrointestinaler Blutungen aus
den Kollateralgefalen (6-9).

Bei der portalen Hypertension kann man pathogenetisch drei Formen unterscheiden:

eine prasinusoidale, sinusoidale und postsinusoidale Form.



Bei der prasinusoidalen Form liegt eine Perfusionsstérung im Pfortaderbett oder eine
Schistosomen-Infektion zugrunde, bei Letzterer entstehen zum Beispiel
perivaskulare Fibrosierungen auf der Basis einer granulomatésen Entziindung durch
Schistosomen (10). Auch eine Thrombosierung der Pfortader kann naturlich zu

einem ’'Stau’ und einem damit verbundenen Hochdruck flhren.

Die sinusoidale Form ist die bei weitem haufigste, sie entsteht auf dem Boden der
Leberzirrhose. Hauptursachen der Leberzirrhose in Deutschland sind die

- athyltoxische (Alkoholabusus) und die

- chronisch infektidse Genese (chronische Virushepatitis Typ B, B+D, C)
(siehe Abb. 1). Seltenere Ursachen der Leberzirrhose sind

- toxisch (Medikamente (INH, Methyldopa, Amiodaron), Chemikalien (CCly)),

- infektiOs (Schistosomiasis),

- autoimmun (autoimmune Hepatitis, primar biliare Zirrhose, Overlap-Syndrom),

- biliar obstruktiv (sekundar biliare Zirrhose, primar sklerosierende Cholangitis,
zystische Fibrose, Alagille-Syndrom),

- hereditar (Hamochromatose, Morbus Wilson, Zystische Fibrose (a-1-
Antitrypsin-Mangel), Glykogenspeicherkrankheiten Typ llI-IV, Galaktosamie,
hereditare Fruktoseintoleranz, Tyrosinamie Typ |),

- kardiovaskular (chronische Rechtsherzinsuffizienz, Pericarditis constrictiva)
oder

- sonstig (Sarkoidose, nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH)).
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Ursachen der Leberzirrhose
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30%

Abb. 1: Ursachen der Leberzirrhose (in westlichen Landern)

Postsinusoidal kann die portale Hypertension zum Beispiel durch den Verschluss der
Portalvenen entstehen (Budd-Chiari-Syndrom (11)). Bei den primar vaskularen
Lebererkrankungen entsteht aufgrund des sinusoidalen Hochdrucks die
Leberfunktionsstérung, wahrend dies bei den primar parenchymatésen
Lebererkrankungen genau umgekehrt ist (12).

Portale Hypertension und Leberdysfunktion bedingen sich also gegenseitig in beide

Richtungen.

1.3 Pathophysiologie der portalen Hypertension

Ausgehend von einfachsten physikalischen Uberlegungen kann man ableiten: Den

Pfortaderkreislauf als geschlossenes System betrachtend, ist die Hohe des

Pfortaderdruckes (P) abhangig vom Ausflusswiderstand (R) und vom Blutfluss (Q).

P=QxR
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Den Durchflusswiderstand (R) kann man in Anlehnung an das Hagen-Poiseuill’sche
Gesetz wiederum in die Abhangigkeit von Gefallange (L), Gefaldradius (r) und

Viskositat des Blutes (p) setzen.

R=8xupuL/r

Eine Druckerh6hung im Portalkreislauf ist nun physikalisch auf zwei Wegen moglich:
durch eine Erhéhung des Blutflusses oder durch eine Erhéhung des Widerstandes,
wobei letzterer wiederum eine starke Abhangigkeit (in der 4. Potenz) zum
GefalRdurchmesser besitzt (auch ausgehend von der Tatsache, dass sich sowohl

Blutviskositat als auch Gefallange nicht signifikant verandern konnen).
In der realen Pathophysiologie spiegeln sich kausal genau diese beide Mechanismen
wider; eine Erhohung des intrahepatischen Flusswiderstandes durch die

Leberzirrhose und ein verstarkter Blutfluss in die Pfortader.

1.3.1 Erhohung des intrahepatischen Flusswiderstandes

Die Leber bildet den Hauptwiderstand zum portalen Blufluss. Hierbei kann man sich
die normale Leber als grof¥flachiges vaskulares Netzwerk mit sehr geringem
Widerstand vorstellen. Der portosystemischen Widerstand lasst sich in flnf
verschiedene Widerstandsgebiete aufteilen (3):

- R1: Arteriolen der A. hepatica,

- R2: Arteriolen der Splanchnikus-Region,

- RS3: portale Venolen,

- R4: sinusoidale und postsinusoidale Strombahn,

- R5: portosystemische Kollateralgefalle.
Die Regulation des splanchnischen Einstroms wird im physiologischen Zustand in
der Hauptsache von den Widerstandsgefallen auf der splanchnischen Ebene der

Arteriolen (R2) Ubernommen (1). Bei der portalen Hypertension spielt sich die
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pathologische Widerstandserhdhung des portalen Gefallsystems hauptsachlich in
den hepatischen Sinusoiden ab (13, 14) (R4).

Hierbei spielt die zirrhotische Fibrogenese die wichtigste Rolle. Diese ist auf
zellularer Ebene reprasentiert durch die hepatischen Sternzellen (HSC) / Lipozyten.
Diese werden durch die Einwirkung verschiedener Noxen und Mediatoren in einen
aktivierten Zustand transformiert, bilden vermehrt Extrazellularmatrix-Proteine und
inhibieren die  Matrixdegradation (15). Dies fuhrt zur pathologischen
Bindegewebsneubildungen im Disse’schen Raum (16). Unterhalb des sinusoidalen
Epithels bilden sich Pseudomembranen, welche die Fenestrierungen der Sinusoide
verschlieRen (s. Abb. 2).

normale Leber chronisch geschéadigte Leber

7 Hepatozyten . ‘-._\__
L A '.:-:‘\;J‘,:;..-)&?( .-,.,..»Nc‘.,u--m.'b\& U, S-S ULEARY
4 ! !

2" .4 _ Subendothelialer T
- /(Disse'scher) Raum\'\,. .

ﬂiw

';._'._-:-.-.:‘_‘-

upffer'sche

sinusoidale Sinusoid Zellen Eme il

Endothelzelle a
Lockere Matrix im subendothelialen Raum, Dichte Matrix im subendothelialen Raum mit
ruhende, Vitamin A-reiche Lipozyten, faserbildendem Kollagen,
hepatische Mikrovilli und sinusoidale aktivierte, proliferierende, Vitamin A-entleerte
Fenestrierung Lipozyten Verlust der hepatischen Mikrovilli

und der sinusoidalen Fenestrierung

Abb. 2: sinusoidale Veranderungen bei zirrhotischer Fibrogenese (17)
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In der Folge entstehen portoportale und portozentrale Septen, welche die hepatische
Mikroarchitektur irreversibel zerstéren (18). Neben der Verlangerung der
Diffusionstrecke zwischen Blut und Hepatozyten und der damit verbundenen
Einschrankung der Leberclearance (19) stellt die Fibrose auf (mikro-)vaskularer
Ebene natidrlich ein rein mechanisches Hindernis dar, welches zur Stérung der
Durchblutung und damit zum pathologischen Hochdruck fuhrt.

Aber nicht nur die Fibrogenese und die architektonischen Umbauvorgange in der
Leber spielen eine Rolle, es gibt auch eine aktive Komponente in der
Widerstandserhohung. Auch hier spielen die hepatischen Sternzellen die Hauptrolle,
welche durch die oben bereits angesprochene Aktivierung eine kontraktile,
myofibroblasten-ahnliche Morphologie ausbilden. Diese kdénnen nun durch
verschiedene humorale Faktoren (z.B. Endothelin-1 (20)) beeinflusst werden. Ihnen
wird zugeschrieben, Uber aktive Kontraktion den Durchflusswiderstand verandern zu
konnen (21, 22).

Mechanische Beeintrachtigung und aktive Kontraktion begrinden die Entstehung des

portalen Hypertonus gemal der ,backward flow“-Theorie.
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Strukturstdérungen Funktionsstérungen

(Fibrose, Narben, (sinusoidal und extrasinusoidal
Gefalthrombosen) kontraktile Elemente)

Erhohter hepatischer Widerstand

A

A 4

Portale Hypertonie

A 4

A\ 4
Splanchnische Vasodilatation

A 4 A 4

Erhohter portaler Blutfluss Effektive Hypovolamie

A 4
Aktivierung der endogenen

vasoaktiven Systeme

(Sympathisches System,
RAAS,..)

Abb. 3: Der ,backward-flow“-Mechanismus in der Entstehung der portalen Hypertension (23)
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1.3.2 Erhohter splanchnischer Blutfluss

Die hamodynamischen Veranderungen bei portaler Hypertension lassen sich nicht
allein durch die strukturellen und funktionellen Storungen in der Leber erklaren.
Ein Viertel des Herzzeitvolumens erreicht die Leber. Davon werden 1/3 aus der A.

hepatica und 2/3 aus der Pfortader und damit dem Splanchnikusgebiet gespeist.

Bei der portalen Hypertension ist der splanchnische Blutfluss deutlich erhoht, was
ebenfalls zur Druckerhohung beitragt. Aber nicht nur das Splanchnikusgebiet,
sondern auch die gesamtkorperliche Hamodynamik ist beeintrachtigt, im Sinne einer
hyperdynamen Zirkulation.

Die Beschreibung dieser hyperdynamen Kreislaufsituation bei Patienten mit
Leberzirrhose und portaler Hypertension ist schon sehr lange bekannt (24). Sie ist
gekennzeichnet durch ein erhdhtes Herzminutenvolumen und einen erniedrigten
peripheren Widerstand. Schlagvolumen und Herzfrequenz sind an die erhodhte
Herzauswurfmenge angepasst. Diese Befunde finden sich sowohl bei
intrahepatischer (25) als auch bei extrahepatischer portaler Hypertension (26).
Dieses pathophysiologische Phanomen ist auch im Tiermodell reproduzierbar (27,
28).

Weiterhin besteht eine Abhangigkeit zwischen Herzzeitvolumen (HZV) und Grad der
Leberschadigung bzw. dem Vorhandensein von Aszites. Patienten mit
Leberinsuffizienz und Aszites haben ein signifikant groReres HZV als Patienten mit
guter Leberfunktion (29) oder ohne Aszites (30).

Die hyperdyname Zirkulation lasst sich vor allem durch Verschiebungen im neuro-
humoralen Bereich erklaren, an denen die verschiedensten vasokonstriktiven wie
vasodilatativen Substanzen beteiligt sind (31). Trotz Aktivierung kompensatorischer
endogener vasokonstriktorischer Mechanismen dominiert die Vasodilatation. Dies

wird letzten Endes durch eine vaskulare Hypokontraktilitat erklart (32-37).

16



Weiterhin wird die hyperdyname Zirkulation durch ein gesteigertes intravasales
Volumen gefordert, welches durch renale Natrium- und Wasserretention aufrecht
erhalten wird (38).

Arteriolare Vasodilatation, erniedrigter systemischer Widerstand und daraus
resultierende Natrium- und Wasserretention mit Steigerung der hyperdynamen
Situation durch ein erhdhtes Plasmavolumen begriinden die Aufrechterhaltung der

portalen Hypertension gemaf der ,forward flow“-Theorie.
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Leberzirrhose mit Funktionseinschrankung

A 4

Splanchnische und systemische Hyperzirkulation
durch arteriolare Vasodilatation (Vasodilatatoren,

z.B. NO)
A 4 A\ 4
Initiiert und/oder unterhalt Systemische arterielle
die portale Hypertonie Hypotonie bei niedrigen
peripheren GefalRwiderstand
A 4
Barorezeptoraktivierung
~Hepatorenaler
Reflex*
Y A\ 4
Nieren: Proximaler Aktivierung von
Tubulus . endogenen
Natrium- und Vasokonstriktoren

Wasserretention

\ 4

A

(RAAS, SNS, ADH)

\ 4

Plasmavolumen erhéht (bei
persistierender Vasodilatation)

Abb. 4: Der ,forward-flow“-Mechanismus in der Entstehung der portalen Hypertension (23)
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1.3.3 Vasoaktive Substanzen

Eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der portalen Hypertension kommt den
neuro-humoralen Faktoren der Gefall- und Durchblutungsregulation zu. Hierzu
tragen verschiedene Vasodilatatoren und Vasokonstriktoren bei, die endokrinen oder

parakrinen Ursprungs sein kénnen:

Vasodilatatoren Vasokonstriktoren

Stickstoffmonoxid (NO) Angiotensin Il

Endotoxine Endothelin

Glucagon Eicosanoide

Prostazyklin Adrenalin / Noradrenalin

Vasoaktives intestinales Peptid (VIP) Adenosin (renaler A1-Rezeptor)
Adenosin (A2-Rezeptor) Reaktive Sauerstoffverbindungen (ROS)
Kohlenmonoxid (CO)

Tabelle 1: Vasoaktive Substanzen

1.3.3.1 Vasodilatatoren

Die als erstes untersuchte humorale Substanz war Glucagon, dem eine grof3e Rolle

als Vasodilatator in der Pathogenese zugesprochen wurde (39). Erhohte
Glucagonspiegel bei Zirrhose sind mehrfach beschrieben und werden mit einem
verminderten Abbau in der Leber und einer vermehrten Produktion der alpha-Zellen
des Pankreas in Zusammenhang gebracht (40). Trotz kontroverser Diskussion der

Ergebnisse (41) ist Glucagon in der Pathogenese der portalen Hypertension etabliert.
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Der Einfluss freier Gallensauren wurde diskutiert (42, 43), ebenso ist ihre
vasodilatative Wirkung beschrieben. Bei der Pathogenese jedoch scheinen sie eine

vernachlassigbare Rolle zu spielen (44).

Gleichermalken sind Prostaglandine (malfgeblich Prostacyclin, aber auch
Thromboxane (45)) fur eine hamodynamische Wirkung bekannt (46) und bei Zirrhose
in erhdhten Konzentrationen nachweisbar (47). Eine Blockade der Cyclooxygenase
mit Indometacin fuhrt ebenfalls zu einer Verbesserung der hyperdynamen Zirkulation

(48) durch die verminderte Bildung von Prostacyclin (49).

Weiterhin werden freie Endotoxine immer in Zusammenhang mit der systemischen
Vasodilatation beschrieben. Vor allem besteht ein Zusammenhang zwischen
Endotoxinamie, der Schwere der Lebererkrankung und der Entwicklung von Aszites
(50). Endotoxine gelangen bei der Leberzirrhose Uber eine vermehrte bakterielle
Besiedlung mesenterialer Lymphknoten und verminderter Klarfunktion der Leber
vermehrt in die systemische Zirkluation (51). Der hamodynamische Effekt selbst lasst
sich aber aller Wahrscheinlichkeit nach wiederum auf Stickstoffmonoxid (NO)

zuruckfuhren (s.u.) (52).

Zusatzlich ist ein endothel-abhangiger hyperpolarisierender Faktor (endothelium-
derived hyperpolarising factor) beschrieben, welcher unabhangig von
Cyclooxygenase und NO-Synthase eine glattmuskulare Relaxation auslésen kann

(53). Weitere, weniger untersuchte Faktoren sind in Tabelle 1 aufgefuhrt.

1.3.3.2 Eine Sonderrolle: Stickstoffmonoxid

Schon 1991 wurde ein Zusammenhang von NO mit der hyperdynamen Zirkulation

bei Zirrhose postuliert (54). Wie in den letzten Jahren zunehmend aufgedeckt werden
konnte, spielt Stickstoffmonoxid (NO) die womdglich wichtigste Rolle als

Vasodilatator in der Aufrechterhaltung des Pfortaderhochdrucks (55).
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NO ist als ,Gas’ in der Lage, Gefalle zu relaxieren. Aus L-Arginin gebildetes NO
aktiviert die Guanylatcyclase, welche wiederum cGMP freisetzt. Dies fuhrt dann zu

einer Gefalrelaxation (s. Abb. 5).

Bradykinin
Acetylcholing Ca?+

Endothelium

Abb. 5: Mechanismus der Gefalrelaxation durch NO (56)

Lieferant fur Stickstoffmonoxid ist die NO-Synthase (NOS), welche in drei Isoformen

(endothelial (e), neuronal (n) und induzierbar (i)) im menschlichen Kérper vorkommt.

Die fur die Pathophysiologie der portalen Hypertension wichtigste ist die endotheliale
NO-Synthase (eNOS, NOS-3). Sie kann durch verschiedene Mediatoren
(Acetylcholin, Bradykinin, Angiotensin Il), aber vor allem durch mechanische
Scherkrafte aktiviert werden. In den splanchnischen Gefallwanden wird NO bei
Pfortaderhochdruck hauptsachlich durch die eNOS gebildet (57-59) und ist dabei
abhangig von Calcium und Calmodulin (60, 61). Messungen von eNOS mRNA aus
Endothelzellen belegen, dass das NO vornehmlich im Splanchnikusgebiet produziert
wird, und damit auch die gesamtkorperliche hyperdyname Situation aufrecht erhalt
(62).

21



Recht frih rickte auch die induzierbare NO-Synthase (iINOS, NOS-2) in den Fokus
der Untersuchungen, da iNOS durch Endotoxine und Zytokine aktivierbar ist. Diese
weisen mit der Schwere der Leberschadigung korrellierende Serumwerte auf, welche
uber einen Anstieg der Metabolite Nitrat/Nitrit (NOx) nachgewiesen werden konnen
(63).

Leberzirrhose

v
Portosystemische Shunt

v \ 4

Herzminutenvolumen! Endotoxinf
Zytokinef!

A\ 4
Vaskulare Scherkraftef

eNOSf! iNOST!
NOT < I

Y

\ 4

cGMP

\4
Vasodilatation

Abb. 6: Hypothesen zur vermehrten NO-Bildung bei Leberzirrhose (64)

Trotzdem scheint die Aktivierung der INOS keinen nennenswerten Einfluss auf die
portale Hamodynamik zu haben (65), im Tiermodell wird allein eNOS fir die erhéhte

NO-Produktion verantwortlich gemacht (58).
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Des weiteren wurde die Rolle von NO fur den intrahepatischen Widerstand in der
zirrhotischen Leber untersucht. Hierbei stellte sich nicht nur heraus, dass NO den
wichtigsten endogenen (endothelialen) Regulator in Balance zu den verschiedenen
vasokonstriktiven Mechanismen darstellt (66), sondern auch, dass die NO-Synthese
innerhalb der Leber bei Zirrhose in der Tat erniedrigt ist (67). Dabei ist die
Translation von eNOS mRNA und Exprimierung der Proteine unverandert (68, 69).
Die eNOS-AKktivitat wird jedoch durch einen erhdhten Caveolin-Spiegel beeintrachtigt
(70). Auch der Versuch, Ratten Uber einem adenoviralen Vektor mit NO-Synthase
(S1179DeNOS) zu transfizieren war zwar erfolgreich (die intrahepatische NO-
Synthese konnte bei den Sham-Kontrollen nachweislich verbessert werden), doch
bei zirrhotischen Tieren wurde die Aktivitat der NO-Sythase wiederum aufgrund der

Caveolin-Uberexpression supprimiert (71).

Daraus ergibt sich nun ein interessantes Paradoxon Uber die Verteilung von NO bei
portaler Hypertension: Die vaskularen Veranderungen im Leberparenchym, die zur
Erhéhung des Durchflusswiderstandes flihren, hangen malfigeblich mit einem NO-
Mangel am sinusoidalen Endothel zusammen. Auf der anderen Seite ist nachweislich
eine deutlich erhdhte Produktion von NO fur sowohl fur die splanchnische
Hyperzirkulation als auch die gesamtkorperliche hyperdyname Situation

verantwortlich (72).

1.3.3.3 Vasokonstriktoren und vaskulare Hypokontraktilitat

Der Tonus des splanchnischen Gefal3betts wird hauptsachlich durch Katecholamine
reguliert. Zusatzlich zu Adrenalin und Noradrenalin wirken auch andere Substanzen
an den wichtigen Widerstandsgefallen, z.B. Angiotensin IlI, Vasopressin oder
Endothelin. Die Kontraktion an der glattmuskularen Zelle selbst wird durch G-Protein
gekoppelte Rezeptoren vermittelt. Katecholamine konnen allerdings sowohl
vasokonstriktive als auch vasodilatative Wirkung entfalten, was malfdgeblich von der
Rezeptorverteilung an der Zelloberflache abhangt. Adrenerge a4-Rezeptoren
vermitteln eine Vasokonstriktion, die an der GefalRwand vertretenen (3,-Rezeptoren
wirken peripher relaxierend. B¢-Rezeptoren sind vor allem kardial vorhanden, a,-

Rezeptoren wirken postsynaptisch und im Zentralnervensystem. Die flir Angiotensin
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Il korrelierenden Rezeptoren sind AT¢- und AT,-Rezeptoren. Eine Vasokonstriktion

wird Uber den AT¢-Rezeptor vermittelt (73).

Die Plasmakatecholamin- (74, 75), Angiotensin- (76), Vasopressin- (77) und
Endothelinspiegel (78) sind bei Leberzirrhose erhdht. Auch fir einen der potentesten
bekannten Vasokonstriktoren, Urotensin I, konnte eine erhéhte Plasmakonzentration
bei Zirrhose nachgewiesen werden (79). Trotzdem sind bei der portalen
Hypertension die splanchnischen wie peripheren Gefalle dilatiert. Diese
persistierende systemische Vasodilatation und der daraus resultierende
hyperdyname Kreislauf lassen also darauf schlieBen, dass die Vasokonstriktoren
nicht in dem Male gegenregulieren kdnnen, wie es zur Aufrechterhaltung einer
normalen Zirkulation notwendig ware.

Versuche an isolierten Gefallen zeigen ein vermindertes Ansprechen auf
Norepinephrin (80), das in der Endstrombahn der Arteriolen lokalisiert ist (81). Auch
das Vorliegen porto-systemischer Kollateralen tragt angeblich zur Norepinephrin-
Insensitivitat bei (82). Weiterhin liegt eine vaskuldre Hyporeaktivitdt gegenuber
Angiotensin |l (83) und Vasopressin (84) vor.

Daraufhin wurde Hypothese der vaskularen Hypokontraktilitat wurde formuliert (32),
da ein vermindertes Ansprechen der GefalRe auf diese vasoaktiven Substanzen
vorliegt (85). Ein Grolteil der Hypokontraktilitat ist wieder auf NO zurlickzufihren
(86, 37), nur lasst sich die hamodynamische Situation dadurch nicht vollstandig
erklaren, da sich die Hypokontraktilitat auch ex vivo in endothelfreien Gefallen
nachweisen lasst, die mit einem Hemmstoff der NO-Synthese (L-Nitro-Arginin-
Methylester, L-NAME) inkubiert wurden. Dieser Effekt liel3 sich nicht nur im
Tiermodell (87), sondern auch fur die V. portae sowie fur die A. hepatica beim
Menschen nachweisen (36). Ein Defekt der kontraktilen Proteine in der glatten
Muskulatur konnte nicht nachgewiesen werden (88), was nun einen Defekt auf
Rezeptor- oder post-Rezeptor-Ebene vermuten laRt.

Auch wurde postuliert, dass das Vorliegen der dauerhaft erhohten Plasmaspiegel
von Angiotensin Il und Noradrenalin zu einer Downregulation der Rezeptoren fuhren
konnte. Bislang wurde im Tiermodell jedoch keine Downregulation beobachtet (89),

auch bei Patienten konnte keine Verringerung der vaskularen Dichte von aq-, AT1-
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oder Vasopressin-Rezeptoren gezeigt werden. Diese waren im Gegenteil dazu auf

MRNA-Ebene sogar hochreguliert (90).

Insgesamt lasst sich das verminderte Ansprechen der Gefal3e auf Vasokonstriktoren

bei portaler Hypertension noch nicht hinreichend erklaren.

1.4 Komplikationen der portalen Hypertension

Die hamodynamischen Veranderungen des Pfortaderhochdrucks ziehen eine Reihe

von verschiedenen, zum Teil letalen Komplikationen nach sich. Die wichtigsten seien

hier kurz angesprochen:

1.4.1 Varizen(-blutung)

Die gefahrlichste Komplikation der portalen Hypertension stellt immer noch die
Osophagusvarizenblutung dar.

Die Druckerhdhung im portalen Gefalibett eroffnet ab einer bestimmten Hohe
Umgehungskreislaufe. Inzwischen ist bekannt, dass aktive Faktoren der
Angiogenese, wie zum Beispiel der vascular endothelial growth factor (VEGF),
hierbei eine Rolle spielen (91). Diese Anastomosen sind in der Lage, grof3ere portale
Blutvolumina an der Leber vorbei zur Vena cava zu leiten. Trotzdem reicht die
Kollateralisierung nicht aus, um den Pfortaderdruck effektiv zu senken. Wenn die
portosystemische Druckdifferenz Gber 12 mmHg steigt, besteht eine deutlich erhéhte
Blutungsgefahr (23). Die Inzidenz von Osophagusvarizen korrelliert mit dem Grad
der Leberschadigung nach Child/Pugh (92). Wahrend im Stadium Child A noch bei
40% der Patienten Varizen nachweisbar sind, so sind es im Stadium Child C schon
85% (93). Das Risiko einer Varizenblutung liegt bei 25-35% im ersten Jahr nach
Diagnosestellung (94). Die recht hohe Mortalitat bei Erstmanifestation von 30-50%
(95, 96) konnte in den letzten Jahren durch neue Interventionsverfahren auf unter
20% gesenkt werden (97, 98). Die Chance, nach Uberleben der Erstblutung eine

Rezidivblutung in den folgenden zwei Jahren zu erleiden, betragt 70% (99).
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In einzelnen Fallen sind Kollateralen zwischen Milz und Niere beschrieben,
sogenannte splenorenale Shunts, welche durch eine hepatische Enzephalopathie
auch symptomatisch werden kénnen (100, 101).

Weitere, klinisch nicht annahernd wichtige porto-cavale Anastomosen er6ffnen sich
durch Rekanalisierung der fetal angelegten Vena umbilicalis zu den
Paraumbilikalvenen der Bauchwand (,caput medusae“), und im Bereich der
Venenplexus des Rektums als ,innere Hamorrhoiden® zwischen der V. rectalis media

und der V. rectalis inferior.

Die klinischen Fakten legen nahe, dass hier eine Vertiefung der
grundlagenwissenschaftlichen Zusammenhange flur therapeutische Interventionen,

gerade auch im (primar-)prophylaktischen Bereich, sehr sinnvoll ist.

1.4.2 Aszites

Der erhohte Pfortaderdruck und die daraus resultierende hyperdyname Zirkulation
ziehen auch pathologische Veranderungen auf renaler Ebene nach sich. Hierzu
gehort die exzessive Retention von Natrium und Wasser, welche dann in die Bildung

von Aszites nach sich zieht.

Die hyperdyname Zirkulation wird durch ein stark erhohtes Blutvolumen unterhalten,
welches aber effektiv sehr ungleich verteilt ist: Im splanchnischen und im vendsen
GefalRbett ist das Blutvolumen gepoolt, wahrend aber das effektive arterielle
Blutvolumen (EABV) deutlich verringert ist. Die primar arterielle Vasodilatation mit
Abfall des mittleren arteriellen Drucks fuhrt Uber Abnahme des effektiven
Blutvolumens durch die Aktivierung von Barorezeptoren zur Aktivierung
vasokonstriktorischer Feedback-Mechanismen (Renin-Angiotensin-Aldsteron-System
(RAAS), Sympathikus, Vasopressin) und zur renalen Natrium- und Wasserresobtion
(102, 103). Durch die splanchnische Vasodilatation ist das gesamte Blutvolumen
vermehrt, das effektive arterielle Blutvolumen jedoch weiterhin erniedrigt. Die
Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems, des Sympathikus und des

adiuretischen Hormons (ADH) (104) fihrt letztendlich zur Natrium- und
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Wasserretention und zur Bildung von Aszites. Daneben tragt auch der erhohte

Kapillardruck Uber eine vermehrte Lymphbildung zur Aszitesbildung bei (s. Abb. 7).

Portaler Hypertonus

\ 4
Splanchnische arterielle
Vasodilatation

A 4 A 4

Splanchnischer Arterielles
kapillarer Druck und ,underfilling* und N
Permeabilitat {1 des RAAS und SNS
\ 4 \ 4
Lymphbildung > Natrium- und
Lymphabfluss Wasserretention
> Aszites <

Abb. 7: Die Aszitesbildung bei portaler Hypertension (38)

Eine wichtige, mit der Aszitesbildung verbundene Komplikation ist die spontane
bakterielle Peritonitis (SBP) (105, 106). Die Infektion ist keineswegs exogen oder
iatrogen, sondern endogen durch bakterielle Translokation bedingt (107). Hochgradig
gefahrlich kann die sich daraus entwickelnde Sepsis fur den Patienten werden, 30-

50% der Gesamtmortalitat bei Leberzirrhose ist auf Infektionen zurickzufuhren (108).
Auch hieraus ergibt sich die Notwendigkeit flir ein besseres pathophysiologisches

Verstandnis als Grundlage zur ErschlieBung (primar-)prophylaktischer MalRknahmen

in der Behandlung der portalen Hypertension.
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1.4.3 Hepatorenales Syndrom

Das hepatorenale Syndrom (HRS) bildet die Endstufe in der zirrhotisch bedingten
systemischen Kreislaufdysfunktion. Hierbei liegt, unter Ausschluss anderer Ursachen
(Schock, Infektion, Sepsis, nephrotoxische Medikamente), ein funktionelles
Nierenversagen vor, mit einer stark erniedrigeten glomerularen Filtrationsrate
(Kreatinin >1,5 mg/dL, Kreatininclearance Uber 24h <40mL/min.), Oligurie
(Urinvolumen <500mL/d und Urinosmolaritat > Plasmaosmolaritat) und massiver
Natriumretention (Natrium i.U. <10meq/L) (109). Klinisch werden zwei Subtypen
unterschieden, das rapid-progressive HRS Typ 1 mit sehr schlechter Prognose
(Lebenserwartung: 14 Tage (110)) und das HRS Typ 2, bei welchem sich das
funktionelle Nierenversagen nicht so schnell entwickelt (102).

Im sich immer weiter perpetuierenden Circulus vitiosus der hyperdynamen
Entgleisung fuhrt die effektive arterielle Hypovolamie und die daraus resultierende
Aktivierung der gegenlaufigen Systeme (RAAS, SNS, ADH) auf renaler Ebene so
weit, dass die Vasokonstriktion nicht mehr kompensiert werden kann. Lokal
uberwiegen die endogen gebildeten Vasokonstriktoren (Angiotensin Il, Adenosin,
Norepinephrin, Thromboxan A2, Endothelin-1) gegenuber den endogen gebildeten
Vasodilatatoren (NO, Prostaglandine, natriuretische Peptide) und leiten damit das

Nierenversagen ein (109).

1.5 Medikamentdse Therapie der portalen Hypertension

Die therapeutische Beeinflussbarkeit der portalen Hypertension ist durch das Wissen
um die pathophysiologischen Zusammenhange gut begrindet und differenzierbar.
Die verschiedenen Strategien umfassen pharmakologische, endoskopische,
radiologisch-interventionelle sowie operative Verfahren.

Das primare Ziel ist die Senkung des Pfortaderdrucks bzw. des hepato-vendsen
Druckgradienten (HVPG), weil damit das Risiko der Entwicklung aller

Komplikationen, und damit auch der Mortalitat, gesenkt werden kann (111, 112).
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Als  haufigste und gefahrlichste  Komplikation gilt der Fokus der
Osophagusvarizenblutung, bei welcher die akute Behandlung von einer Primér- und
einer Rezidivprophylaxe unterschieden werden kann. Der Unterschied in der
vorbeugenden Strategie liegt vor allem im deutlich erhdhten Blutungsrisiko, wenn

eine erste Blutung bereits Uberlebt wurde.

Bei der Therapie der portalen Hypertension sind verschiedene Medikamente im
Einsatz, zum Teil als Mono-, aber auch als Kombinationstherapie.
Hauptangriffspunkte sind die Verminderung der splanchnischen Perfusion und die

Senkung des intrahepatischen Flusswiderstandes (siehe Tab. 2).
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I 1. Verminderung der splanchnischen Perfusion I

- nicht-selektive 3-Blocker

o0 Propanolol, Timolol, Nadolol

- Vasopressin und Analoga (Terlipressin)

- Somatostatin und Analoga (Octreotid)

2. Senkung des intrahepatischen Flusswiderstandes

- Erhdéhung der intrahepatischen NO-Produktion:
o NO-Donatoren: Nitroglycerin, Isosorbit-5-mononitrat und -dinitrat

o lokale Freisetzung von an Ursodeoxycholsaure gekoppelten NO-
Donatoren

- adrenerge Antagonisierung:

0 Prazosin (a¢-Rezeptor-Antagonist), Clonidin (zentraler a,-Rezeptor-
Agonist), Carvedilol (unselektiver B-Blocker und as-Antagonist)

- Blockade des Renin-Angiotension-Aldosteron-Systems:
0 Losartan (ATq-Rezeptor-Antagonist)
o Spironolacton (Aldosteron-Antagonist)

3. Andere pharmakologische Méglichkeiten

- Medikamente mit tonuserhohendem Effekt auf den unteren
Osophagussphinkter

0 Metoclopramid, Domperidon
I 4. Medikamentbse Kombinationstherapie I

Tabelle 2: Ubersicht (iber medikamentése Therapiemdglichkeiten der portalen Hypertension

1.5.1 Verminderung der splanchnischen Perfusion

Der Goldstandard bei der medikamentésen Sekundarprophylaxe sind nach wie vor
unselektive [B-Adrenorezeptorantagonisten. Diese senken Uber Blockade der
kardialen B1-Rezeptoren die Herzauswurfleistung und fihren Uber die Hemmung von

splanchnischen B.-Rezeptoren zu einer (as-Rezeptor vermittelten) splanchnischen
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Vasokonstriktion. Beide Effekte zusammen senken den portalen Blutfluss (113, 114).
Dies konnte auch im zu unserer Studie analogen Tiermodell gezeigt werden (115).

In groReren Studien musste jedoch festgestellt werden, dass es non-responder in der
B-Adrenorezeptorantagonisten-Therapie gibt. Etwa ein Drittel aller behandelten
Patienten zeigt keine Senkung des portosystemischen Druckgradienten (116-119).
Dabei ist leider die Ansprechrate fir jeden einzelnen Patienten nicht voraussagbar
(120). Der Einsatz von Propanolol wird zusatzlich durch haufig vorhandene

Kontraindikationen (z.B. Bronchialasthma) eingeschrankt.

Als Therapeutikum bei der akuten Varizenblutung bieten sich Vasopressin bzw.
Vasopressinanaloga wie Terlipressin zur Drucksenkung an. Vasopressin senkt den
Pfortaderdruck durch eine allgemeine Senkung der Durchblutung der splanchnischen
Organe (121). Problem ist die systemische (Neben-) Wirkung, welche Uber die
generelle Vasokonstriktion und Senkung der Herzfrequenz, des
Herzminutenvolumen und der Koronardurchblutung Ischamien induzieren kénnen,
die bei bis zu 25% der Patienten zu einem Abbruch der Therapie fihren (122). Bei
der Verwendung von Terlipressin treten solche Nebenwirkungen seltener auf, auch

eine Kombination mit NO-Donatoren hat hier einen positiven Einfluss (123).

Auch Somatostatin (SST) wird schon seit langerer Zeit zur Therapie der
Osophagusvarizenblutung eingesetzt (124), hauptsachlich unter der Annahme, dass
SST den Pfortaderdruck durch eine Hemmung der Ausschuttung von Glucagon senkt
(125). Problem in der Anwendung ist, dass der Druck zwar im Bolus (250ug)
signifkant gesenkt wird (-52% PP), die Dauerinfusion aber nur milde Einflisse hat (-
6% HVPG) (126) und aullerdem die Halbwertszeit mit ca. 1-3 Minuten sehr gering ist
(127). Die Einsatzmoglichkeiten sind damit auf die Therapie der akuten Blutung
beschrankt. Spater sind stabile Analoga wie Octreotide, Lanreotide und Vapreotide
mit gunstigeren Halbwertszeiten und Applikationsmoglichkeiten entwickelt worden
(128). Octreotide hat sich zur Zeit in der Therapie der akuten Varizenblutung

durchgesetzt, wobei hier einige Studien schlechte Ergebnisse aufwiesen (125).
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1.5.2 Senkung des intrahepatischen Flusswiderstandes:

Der seit neuestem auch bewiesene relative NO-Mangel im Gefallbett der Leber (72)
rechtfertigt den schon seit langem durchgefuhrten Einsatz von Nitraten und anderen
NO-Donatoren.

Diese Vasodilatatoren wirken Uber eine Reihe von unterschiedlichen Mechanismen:
Sie senken den intrahepatischen und den kollateralen Widerstand, verringern den
den splanchnischen Einstrom und flhren zu einer Barorezeptor vermittelten,
reflektorischen, arteriellen, splanchnischen Vasokonstriktion (129, 130). Auch fur die
Langzeitbehandlung kénnen Nitrate sinnvoll eingesetzt werden (131), allerdings sind
sie nicht in der Lage, die Uberlebensrate zu verbessern (132).

Bei Patienten mit schwerwiegenderen Leberschaden kann eine hohere Dosierung an
systemischen Vasodilatatoren die Entwicklung eines Hepatorenalen Syndroms
fordern (s. Abschnitt 1.4.3.) (133).

Weiterhin empfiehlt sich eine Kombinationstherapie mit unselektiven f3-
Adrenorezeptorantagonisten, um eine effektivere Senkung des hepatisch-vendsen
Druckgradienten zu erreichen (134).

Eine neuere, durchaus kontrovers diskutierte Methode (135) ist die gezielte
hepatische Applikation von NO uUber an die Kopplung an Ursodesoxycholsaure
(UDCA) (136, 42). Diese hat sich klinisch bislang nicht durchgesetzt.

Auch Uber einen Eingriff in das adrenerge System kann der intrahepatische
Flusswiderstand gesenkt werden. Hierbei sind sowohl periphere (Prazosin) als auch
zentrale (Clonidin) a-Rezeptorantagonisten im Einsatz.

Trotz eines gesteigerten hepatischen Blutflusses senkt Prazosin den hepatisch-
venosen Druckgradienten (HVPG), was auf eine Verringerung des intrahepatischen
Widerstandes zurtickgefuhrt werden kann (137). Das Nebenwirkungsprofil ahnelt
dem der Nitrate. Zusatzlich wird jedoch die Natrium- und Wasserretention geférdert
(138), was zur Bildung von Aszites fuhren kann.

Schon fruh wurde ein Zusammenhang zwischen der zentral adrenergen Kontrolle
und der portalen Hypertension festgestellt (139). Eine a,-Adrenorezeptor-Blockade

mit Clonidin kann den Pfortaderdruck senken (140), wobei hier ein Vorteil bezlglich
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der renalen Vertraglichkeit besteht (141). Diese Therapie hat sich allerdings wegen
madglicher hypotensiver Nebenwirkungen nicht durchgesetzt.

Eine interessante therapeutische Alternative bietet noch Carvedilol, welches Uber
seine unselektiv B-Adrenorezeptor blockierende und zusatzlich as-Adrenorezeptor
blockierende Wirkung bessere Effekte in der Senkung des hepatischen

Flusswiderstandes erzielen kann (142).

Jede Therapie hat ihre Grenzen, so auch die medikamentdse Prophylaxe der
portalen Hypertension. Es bleibt das Problem, dass die hohen Nebenwirkungsraten
im Rahmen einer prophylaktischen Langzeitanwendung gerade bei medikamentdsen
Kombinations-, oder hochdosierten Monotherapien erhebliche Complianceprobleme

verursachen.

Diese Umstande bedingen, dass auf dem Gebiet der portalen Hypertension noch

dringender Bedarf an neuen, verbesserten Therapien besteht.

1.6 Angiotensin und portale Hypertension

Erste Versuche lieRen einen Zusammenhang zwischen Angiotensin und der
veranderten hamodynamischen Situation bei Leberzirrhose vermuten, denn eine
direkte Infusion von Angiotensin Il erhdht den Pfortaderdruck (143). Weiterhin ist der
Plasmaspiegel von Angiotensin Il bei portaler Hypertension erhéht (76), wie auch der
von fast allen anderen vasoaktiven Substanzen. Angiotensin 1l erhdoht den
intrahepatischen Widerstand direkt Uber Kontraktion der hepatischen Sternzellen
(144). Die Kontraktilitat des splanchnischen Gefallbettes auf Angiotensin Il ist bei
Leberzirrhose dagegen deutlich vermindert (145). Die Ursache der vaskularen
Hypokontraktilitat nach Stimulation mit Angiotensin Il ist, wie oben beschrieben, nicht
letztendlich geklart. Neben einer vermehrten endothelialen NO-Produktion und der
Produktion weiterer Vasodilatatoren wird ein Defekt der post-Rezeptor

Signalkaskade nach Stimulation des Angiotensinrezeptors vermutet (146, 35).
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1.7 Angiotensinrezeptoren und hamodynamische Wirkung von Angiotensin Il

Angiotensin wirkt physiologisch als Teil des hormonalen Renin-Angiotensin-
Aldosteron Systems (RAAS). Die in der Leber gebildete Vorstufe Angiotensinogen
wird durch das Nierenhormon Renin in das Dekapeptid Angiotensin | Gberfluhrt. Das
endotheliale angiotensin-converting-enzyme (ACE) wandelt Angiotensin | durch
Abspaltung zweier Aminosauren in die potentere Wirkform Angiotensin I um. Zum
systemischen RAAS gibt es in vielen Organen zusatzlich ein lokales Renin-
Angiotensin-System, welches alle notwendigen Komponenten zur Synthese von
Angiotensin Il enthalt (73).

Angiotensin Il wirkt hamodynamisch direkt an der glatten Muskulatur der
Gefallwande, sowie indirekt an den adrenergen Varikositaten der terminalen
sympathischen Nervenfasern und auch im Zentralnervensystem. Der Effekt ist eine
starke Vasokonstriktion, Angriffspunkt an der Gefalmuskulatur sind ATq- und AT»,-
Rezeptoren.

Die Signaltransduktionskaskade am AT4-Rezeptor lauft Uber Kopplung an die
heterotrimeren Proteine der Ggy11- oder Giz/13-Familie, welche GDP gegen GTP an
der Gg-Untereinheit des G-Proteins austauschen (147). Die GTP-gebundene
aktivierte a-Untereinheit und das pBy-Dimer dissoziieren vom Rezeptor, die a-
Untereinheit setzt einen Calcium-abhangigen (Phospholipase C (PLC)/
Inositoltriphosphat (IP3)) und einen Calcium-unabhangigen (RhoA/Rho-Kinase)
Signalweg in Gang. Sowohl die PLC/IP3 als auch die RhoA/Rho-Kinase-Kaskade
fuhren zu einer erhdohten Myosin-light-chain(MLC)-Phosphorylierung, welche dann
die glattmuskulare Kontraktion einleitet (148).

Am AT,-Rezeptor wirkt Angiotensin Il vasodilatatorisch (149). An der glatten
Muskulatur der Gefale ist allerdings mehr AT4-Rezeptor exprimiert (150, 151).

Neben der renalen und vaskularen Expression sind AT¢-Rezeptoren auch in
hepatischen Sternzellen exprimiert (152). Hier kann Angiotensin |l durch Kontraktion
zu einer Erhdhung des hepatischen Durchflusswiderstandes fuhren (153) und Uber

bislang nicht geklarte Mechanismen auch antifibrotisch wirken (154).
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Weiterhin gibt es Interaktionen zwischen Angiotensin Il und der vaskularen NO-
Produktion (155). So kdnnen AT -Rezeptorantagonisten in vitro Uber eine Blockade
der endothelialen AT{-Rezeptoren zur Hemmung der endothelialen eNOS flihren
(156).

1.8 Bisherige Ergebnisse zur Wirkung von AT;-Antagonisten bei
Pfortaderhochdruck

Erste Therapieversuche der portalen Hypertension durch die Blockade von
Angiotensin Il reichen zuruck bis in die 70er Jahre, ohne dass damals die Entitaten
der verschiedenen Rezeptoren bekannt gewesen sein konnten. Schroeder et al.
infundierten erstmals 1-Sar-8-ala angiotensin |l (Saralasin) an funf Patienten mit
Leberzirrhose und Aszites (157) und dokumentierten einen Abfall des Blutdrucks und
der Plasmaaldosteronkonzentration, und einen Anstieg der Plasmareninaktivitat und
der Plasmareninkonzentration. Durch diese Untersuchung wurde die wichtige Rolle
von Angiotensin Il fur die Aufrechterhaltung des arteriellen Blutdrucks bei Patienten
mit Leberzirrhose postuliert. Arroyo et al. postulieten aufgrund weiterer
Untersuchungen mit Saralasin eine Senkung des postsinusoidalen hepatischen

Widerstandes durch die Blockade von Angiotensin Il (158).

1991 wurde die Substanz DuP 753 als Angiotensin Il Rezeptorantagonist erstmals
beim Menschen als blutdrucksenkendes Medikament beschrieben (159). Daraufhin
hielten die AT-Rezeptor-Antagonisten Einzug in die antihypertensive Therapie (160).
Nach der Entdeckung der pathophysiologischen Zusammenhange zwischen
Angiotensin Il und dem Pfortaderhochdruck (siehe oben) lag auch eine Indikation flr

Losartan als Therapeutikum fir die portale Hypertension nahe.

Die ersten Ergebnisse waren vielversprechend: Schneider et al. beschreiben nach
einwochiger Therapie mit 25 mg Losartan pro Tag eine Senkung des hepatisch-
venosen Druckgradienten (HVPG) um 45% bei einer Ansprechrate von 98% (161).
Diese Studie wurde wegen ihres offenen Designs und anderer Aspekte kritisiert
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(162). Auch mussten mehrere klinische Studien (Schepke et al. (163), Gonzales-
Abraldes et al. (164), Debernardi-Venon et al. (165), De et al. (166), Castano et al.
(167)) die anfangliche Euphorie recht schnell dampfen, da Sartane nicht in allen
Studien eine signifikante Verbesserung in Beziehung auf Senkung des hepatisch-
venosen Druckgradienten zeigen konnten. Vielmehr kam es in einigen Studien zu
Nebenwirkungen im Sinne einer symptomatischen arteriellen Hypotonie und
konsekutivem prarenalen Nierenversagen. Im Tiermodell sind weiterhin noch
interessante Ergebnisse bezlglich der antifibrotischen Wirkung durch die AT;-
Rezeptorblockade beschrieben (168).

Offen bleibt trotzdem eine genaue Klarung des Wirkungs- (oder Nicht-Wirkungs-)
Mechanismus flur die Drucksenkung bei portaler Hypertension. Es ist mdglich, dass
Sartane Uber eine Senkung des arteriellen Blutdrucks, Uber eine Senkung des
intrahepatischen Widerstandes oder Uber eine Steigerung des splanchnischen

Durchblutungswiderstandes zur Senkung des Pfortaderdrucks fuhren.

1.9 Fragestellung

Aus dem oben dargestellten ergeben sich folgende Fragestellungen fir diese Studie

zur Erorterung im Tiermodell:

1. Senkt Losartan den Pfortaderdruck der Ratte?

2. Wenn ja, senkt Losartan den Pfortaderdruck Uber die Senkung des
intrahepatischen Widerstandes oder Uber die Reduktion der splanchnischen

Perfusion?

3. Welche systemischen hamodynamischen Nebenwirkungen treten auf?

4. Gibt es dosisabhangige Effekte?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Funfundvierzig mannliche Sprague-Dawley Ratten wurden fur die Versuche
verwendet. Die Tierexperimente wurden von dem lokalen Komitee fur Tierstudien der
Bezirksregierung Kdln genehmigt (23.203.2Bn 22,7/99).

Bei funfunddreiRig Tieren wurde unter Narkose eine Gallengangsligatur und
-dissektion durchgefuhrt. Hierbei entwickelt sich nach funf Wochen eine sekundar-
biliare Zirrhose (169). Das Tiermodell der Gallengangsligatur ist gut etabliert in
pharmakologischen und hamodynamischen Untersuchung der Zirrhose und der
portalen Hypertension (27, 170, 171), auch fir die Wirkung des AT;-
Rezeptorantagonisten Losartan (172, 173). Schein- (Sham-) operierte Tiere dienten

als Kontrollen.

2.2 Gruppen

Zur Untersuchung der Dosisabhangigkeit werden neben der Sham- und der Zirrhose-
Kontrolle drei Untergruppen mit verschiedenen Dosen Losartan (L-158086-005HO72,
Merck Research Laboratories, Rahway N.J. USA) behandelt. Die applizierten Boli
enthalten 3mg, 10mg und 30mg Losartan pro kg Korpergewicht (KG). Somit
entstehen funf Untergruppen. Die Dosis von 10 mg bzw. 30 mg entsprechen den
Literaturangaben zum Einsatz von Losartan mit dem Ziel der Blutdruchsenkung bei
Ratten mit arteriellem Hypertonus (174, 175). Die niedrigere Dosis wurde mit dem
Ziel der Testung der dosisabhangigen Wirkung von Losartan bei portaler

Hypertension gewahlt.

2.3 Voroperation

Die Versuchstiere wurden mit 60 mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketanest®, S-
Ketamin Hydrochlorid 25mg/ml, Parke-Davis GmbH, Pfizer GmbH, Karlsruhe)
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intramuskular anasthesiert. Eine lokale Betaubung der Haut erfolgte mit Lidocain
(Xylocain® 2%, Lidocainhydrochlorid 1 HO, AstraZeneca GmbH, Wedel). Das
Abdomen wurde durch eine mediane Laparotomie er6ffnet und der Ductus
choledochus prapariert. Der Ductus wurde mdglichst weit proximal doppelt ligiert und
zwischen den Ligaturen durchtrennt. Nach der Dissektion wurde das Abdomen mit
resorbierbaren Acryl-Faden (Suturamid® Schwarz 3/0 oder Vicryl® 3/0,
Johnson+Johnson Brussel, Belgien; Ethicon GmbH Norderstedt, Deutschland) mit
zwei Nahten, einer Muskel- und einer Hautnaht, wieder verschlossen.

Nach Gallengangsligatur entwickelten die Tiere nicht nur eine Cholestase, sondern
auch eine Zirrhose. Es ist nachgewiesen, dass die Cholestase kaum (43) oder keine
Effekte (44) auf die Hamodynamik hat. Die Versuchstiere wurden anhand auf3erer
Merkmale auf eine Zirrhose untersucht, Pigmenteinlagerungen in der Haut der
Ohrmuschel und den Skleren und Aszites konnten beobachtet werden.

Zehn sham-operierte Tiere wurden zur Kontrolle herangezogen. Die Sham-Operation
erfolgt nach demselben Prinzip, nach der Praparation des Ductus choledochus

unterblieben die Ligatur und die Dissektion.

2.4 Versuchsdurchfuhrung

Die hamodynamischen Messungen erfolgten in zwei Schritten: Die in vivo Messung
von Herzfrequenz und Blutdruck und die ex post Bestimmung der regionaren
Durchblutung und des Shuntvolumens Uber die Farbmikrospharen-Methode (176).
Herzauswurfleistung, systemischer Widerstand, regiondre Organdurchblutung und

Widerstande konnten daraufhin berechnet werden.

2.41 Vorbereitung
Die Durchfliihrung des Versuches erfolgte 28 (+2) Tage nach der Voroperation. Diese

Zeit ist notwendig zum Entstehen einer Zirrhose. Auch die hamodynamischen
Untersuchungen wurden unter Ketamin-Narkose (Ketanest®) durchgefuhrt. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Bedingungen dem wachen Zustand in puncto

Herzauswurfleistung und regionaren Blutflu@ am nachsten ist (177). Dieser
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Versuchsaufbau wurde bereits mehrfach fur hamodynamische Studien zur
medikamentdsen Behandlung der portalen Hypertension verwendet (178, 171). Die
Messung des Herzminutenvolumens und der regionaren Durchblutung erfolgte mit
Farbmikrospharen (176). Diese Methode ist durch die haufiger angewandte Methode
mit radioaktiven Mikrospharen validiert (177) und bietet den Vorteil, ohne
radioaktives Material auszukommen. Die Messung des Shuntvolumens wurde durch

die portale Injektion von Farbmikrospharen bestimmt (179, 180).

Die  Vorbereitung schlol3  die Eichung aller  Gerate ein, der
Druckmessungsvorrichtung, des Schreibers und des Oszilloskops zur
pulskurvengesteuerten Herzkatheteranlage. Der Nullpunkt flr die Druckmessungen
wurde auf 1 cm Uber dem Operationstisch festgesetzt. Zuletzt wurde das

Versuchstier gewogen.

Eine generelle Antikoagulation wurde bei den zirrhotischen Tieren vermieden, da
dies die Blutungsgefahr stark erhdhen wirde. Lediglich die Katheterlumina werden
vor Anlage mit Heparin (Liquemin® N 25000, Heparin-Natrium, Hoffmann-La Roche
AG, Grenzach-Wyhlen) benetzt.

2.4.2 Platzierung der Katheter
Zur Messung des arteriellen, des zentralvendsen und des portalen Blutdrucks, zur

Applikation des Medikamentes bzw. des medikamentosen Losungsmittels (isotone
NaCl-Lésung) wurden drei PE-50-Katheter (Polyethylen 0,28x0,61, Everhardts,
Meckenheim, Deutschland) in der Aorta, der Vena cava inferior und der Vena portae
platziert. Ein vierter Katheter, der Uber die rechte Arteria carotis interna in den linken
Ventrikel des Herzens vorgeschoben wurde, war notwendig fur die Injektion der

Farbmikrospharen.

Nach Anasthesie mit 60mg/kg Korpergewicht Ketamin (Ketanest®) wurde in Fixation
das Abdomen eroffnet. Die Lokalanasthesie erfolgt mit Lidocain (Xylocain® 2%). Der
median-sagittale Schnitt wurde unter Schonung der in vielen Fallen sichtbar

erweiterten vendsen KollateralgefalBe an der inneren Bauchwand geflihrt. Eine
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Schlinge des distalen lleums, ca. 2 cm pracaecal, wurde herausgenommen und fur
die Insertion des ersten Katheters zur Druckmessung vorbereitet.

In eine GefalRgabelung der ileocaecalen vendsen Arkaden wurde der schrag
angeschnittene PE-50-Katheter eingefuhrt und unter Sicht bis in die Vena portae
vorgeschoben. Die Fixation des Katheters erfolgte mit zwei Baumwollfaden. Der
Darmabschnitt wurde vorsichtig reponiert und das Abdomen mit zwei Nahten (Vicryl

3/0®) geschlossen.

Die Anlage der beiden Femoralis-Katheter erfolgte nach subinguinaler Offnung in der
Leiste. Der arterielle Katheter wurde retrograd in die Aorta positioniert, der vendse in

die Vena cava inferior. Die Fixierung erfolgte auch hier mit je zwei Baumwollfaden.

Far den Herzkatheter wurde ein paramedian-sagittaler Schnitt am Hals gefuhrt, von
welchem aus in die Tiefe zur Arteria carotis communis prapariert wurde. Der Katheter
wurde retrograd bis in den linken Ventrikel vorgefuhrt, die Lagekontrolle erfolgte Uber

die Darstellung der Pulskurve mit einem Oszilloskop (CM 112 Oszilloskop, Phillips).

2.4.3 Hamodynamisches Monitoring

Nach Schlieffung der Wunde durch eine Naht wurden die Femoralis-Katheter und der
Pfortader-Katheter an die Druckmessung (ISOTEC Pressure Transducer, Hugo
Sachs Electronics, March-Hugstetten, Deutschland) angeschlossen. Zum Ablesen
der hamodynamischen Daten wurden die Druckmessungsmodule an einen
Verstarker mit digitaler Anzeige angeschlossen (PLUGSYS Transducer Amplifier
Module TAM-D Typ 705/2 Digital, Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten,
Deutschland).

Die Messung der Herzfrequenz erfolgte Uber EKG-Ableitung und dber den
Druckmessungskatheter (PLUGSYS Heart Rate Module HRM Typ 669, Hugo Sachs
Electronics, March-Hugstetten, Deutschland). Der Signalverstarker war an einen
Schreiber (Multi-Pen-Recorder R61, Rikadenki Electronics GmbH, Freiburg,
Deutschland) angeschlossen, welcher die kontinuierliche Dokumentation von
Herzfrequenz (HR), mittlerem arteriellen Druck (MAP), zentralvenésem Druck (CVP)
und Pfortaderdruck (PP) ermdoglichte.
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Die dem Versuch entsprechende Dosis Losartan (3mg/kg KG; 10mg/kg KG; 30mg/kg
KG) wurde in 0,5ml 0,9%iger NaCl-Losung aufgeldst. Als Kontrolle diente ein

aquivalentes Volumen (0,5 ml) an Lésungsmittel.

Nach 15-mindtiger Erholungsphase zur hamodynamischen Stabilisierung erfolgte
eine Monitoring-Phase von weiteren 15 Minuten. Danach wurde der Wirkstoff bzw.
das Placebo injiziert und die Veranderungen am Kreislauf Gber 30 Minuten lang

aufgezeichnet.

Losartan bzw. Lésungsmittel Mikrospharen

! !

Vorphase Basismessung Monitoring-Phase
15 min. 15 min. 30 min.

Abb. 8: Zeitlicher Versuchsablauf

2.4.4 Messung der Herzauswurfleistung und des regiondren Blutflusses durch

Farbmikrospharen

Zur Bestimmung der regionaren bzw. organbezogenen Durchblutung erfolgte die
intrakardiale und intraportale Injektion der Farb-Mikrospharen (Dye-Trak®, 15 um
Durchmesser, Triton Technologiy, San Diego CA, USA). Eine Anzahl von jeweils ca.
300.000 Mikrospharen in zwei verschiedenen Farben (gelb, blau) wurde in je einem
Volumen von 1ml 2%iger Tween-LAsung bereitgestellt.

Nach Ende der Monitoring-Phase wurde in einem Zeitfenster von 60 Sekunden ein
definiertes Blutvolumen (0,65 ml) aus der A. femoralis mit Hilfe einer Pumpe (Pump
22, Hugo Sachs Electronics, March-Hugstetten, Deutschland) entnommen. Diese
Probe diente als Referenz fir die Berechnung der Organdurchblutungen, da bei
dieser Probe die ,Durchblutung® bekannt ist (0,65ml/min.). Die erste Farbe

Mikrospharen wurde Uber 20 Sekunden von Sekunde 10 bis 30 innerhalb des
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einminutigen Zeitfensters in den linken Ventrikel injiziert. AbschlieRend wurde die
zweite Farbe Mikrospharen Uber 20 Sekunden injiziert. Dies dient der Bestimmung
des portosystemischen Shuntvolumens.

Nach jedem Versuch wurde die Konzentration der Mikrospharen kontrolliert, in dem
aus dem Behalter 0,05ml enthommen wurden. Dieses Volumen sollte durch die

Messung der Absorbtion ca. 150.000 Mikrospharen zahlen.

Nach Injektion der Mikrospharen wurde der Exitus herbeigeflhrt. Leber, Lungen,
Magen, Darm, Nieren und Milz wurden entnommen, Magen und Darm von seinem
Inhalt gereinigt. Alle Organe wurden auf einer Feinwaage (Kern 770 Analysenwaage,

Kern & Sohn GmbH, Balingen-Frommern, Deutschland) gewogen.

2.4.5 Verarbeitung der Proben

Um die Mikrospharen aus den Organen zu I6sen, wurde eine Losung aus 4-molarer
Kaliumlauge (KOH) (Sigma Saint Louis, Missouri, USA) mit 2% Tween 80
(Polyoxyethylene-sorbitan-mono-oleate, Sigma Saint Louis, Missouri, USA)
angesetzt. Um eine komplette Auflosung zu garantieren hat sich eine Konzentration
von 14 ml/g Organgewicht als vernunftig erwiesen. Von den Organen wurden 0,5 g-
Proben in 7,5 ml-Glasrohrchen abgefullt und mit KOH aufgefillt. Der Darm und die
Leber wurden in Erlenmeyer-Kolben in toto verdaut, die Losungsmenge errechnet
sich wie oben (14 ml Losung/g Organgewicht). Vier Stunden im Wasserbad bei 72°C
bringen die Organe zur vollstandigen Auflosung.

Die Blutprobe wird mit einer héher konzentrierten Losung aus 3,8 ml 5,26molarer
KOH und 0,5 ml 20%iger Tween80-Lésung verdaut.

Die in Lésung befindlichen Mikrospharen wurden zur Weiterverarbeitung getrennt, in
dem sie auf einen Mikrofilter (Whatman Nucleopore filters, Whatman International
Limited, Madison, UK) ubertragen wurden. Nach Trocknung wurde mit Hilfe des
Losungsmittels Dimethylformamid (N,N-Dimethylformamid, Merck KG.A, Darmstadt,
Deutschland) die Kunststoffhille der Mikrospharen aufgelést und der Farbstoff
freigesetzt. Nach funfminutiger Zentrifugation bei 3000 G hatten sich die

Kunststoffhullen abgesetzt und der in Losung befindliche Farbstoff konnte gemessen
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werden. Da eine Mikrosphare eine geeichte Menge an Farbstoff enthalt, ist die
Anzahl der Mikrospharen direkt proportional zur Menge (und Absorbtion) des
Farbstoffs.

2.4.6 Absorbtionsmessung

Die Absorbtion des Farbstoffs ist direkt linear abhangig von der in Ldsung
befindlichen Farbstoffmenge. Die Absorbtion wird mit Hilfe eines Photometers
(Photometer HP 8453 X UV-Visible System) computergestitzt gemessen. Die
Absorbtionsspektren sind spezifisch fur die funf bestellbaren Farben (Dye-Trak®,
Triton Technology, San Diego CA, USA). Die fur die jeweilige Charge spezifischen

Absorbtionsprofile wurden von der Firma gestellt.

2.5 Auswertung

Die von Triton Technology mitgelieferte Software berechnet anhand der
Absorbtionsspektren die Anzahl der Mikrospharen pro Organ, die Organdurchblutung
pro Minute und die Herauswurfleistung in ml/min. Der Herzindex wird auf 100g KG

bezogen.
Das Shuntvolumen (PSS) berechnet sich aus der folgenden Gleichung: PSS =
Anzahl der Mikrospharen in der Lunge) x 100 / (Anzahl der Mikrospharen in Lunge +

Leber.

Der portalvendse Einstrom (PVI) wird aus der Summe der Durchblutungen aus

Magen, Milz, Darm und Pankreas errechnet.

Der Blutfluss durch die Kollateralen wird nach der Formel PVI x PSS / 100
berechnet.

Die organbezogenen GefalRwiderstande werden als Quotient aus Perfusionsdruck

und Blutfluss der entsprechenden Gefaliregion angegeben.
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Der systemische Gefallwiderstand (SR, systemic resistance) wird als Quotient aus
mittlerem arteriellen Druck und Herzindex (CO, cardiac output) (MAP / CO = SR), der
portalvendse Widerstand (PVIR, portal venous inflow resistance) als Quotient aus
Pfortaderdruck und portalvenésem Einfluss (PP / PVI = PVIR) errechnet.

Der splanchnische Perfusionsdruck (SPP, splanchnic perfusion pressure) ergibt sich
aus dem mittleren arteriellen Druck abzlglich des Pfortaderdrucks (MAP — PP =
SPP).

Die statistische Analyse gibt die Messdaten als Mittelwerte mit Standardfehler des
Mittelwerts (SEM) aus. Vergleiche zwischen allen Gruppen wurde mit nicht-
parametrischen Kruskal-Wallis Tests, Vergleiche zwischen zwei Gruppen mit Mann-
Whitney Tests vorgenommen. Ein p-Wert kleiner 0.05 wird als Signifikanzniveau

gesetzt.

2.6 Bestimmung der Serum-Transaminasen
Zur Bestimmung der Leberenzyme sind Blutproben der Versuchstiere an das

Zentrallabor geschickt worden. Die Enzymaktivitat wurde nach Standardmethoden

bestimmt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Allgemeine Daten

Sham

Zirrhose

Zirrhose

Zirrhose Zirrhose p
(Placebo) | (Placebo) | (Losartan 3 mg/kg) | (Losartan 10 mg/kg) | (Losartan 30 mg/kg) | (Kruskal
(n=10) (n=9) (n=28) (n=9) (n=9) Wallis)
Koérpergewicht (g) | 369 + 21 358+9 376+8 373+20 372+ 17 n.s.
Lebergewicht (g) |14.2+0.9| 24.1+1.8° 26.7+1.1° 29.5+23" 254 +1.7° <0.01
Milzgewicht (g) 09+0.1 | 2.1+0.2° 22+0.2° 26+0.2° 24+0.2° <0.01

Tabelle 3: Koérpergewicht, Organgewicht von Leber und Milz. ® p < 0.05 vs. Sham. Vergleiche

zwischen allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche zwischen zwei

Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefiihrt.

Das Korpergewicht war

in allen Gruppen nicht signifikant unterschiedlich.

Erwartungsgemall war das Gewicht von Leber und Milz bei Tieren mit sekundar

biliarer Zirrhose signifikant hoher als bei sham-operierten Tieren (s. Tab. 3).

Unterschiede zwischen den einzelnen Zirrhose-Gruppen wurden nicht beobachtet.
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3.2 Leberenzyme

ALAT AP Bilirubin

(un (un (pmol/l)
Sham (n = 10) 55+ 4 131+ 11 1.16 + 0.3
Zirrhose (n = 9) 174 + 23 326 + 15 142.6 + 28.4
p p<0.01 p<0.01 p<0.01

Tabelle 4: Leberenzyme zum Nachweis der sekundar bilidren Zirrhose. Vergleiche zwischen zwei

Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefuhrt.

Zum Nachweis der sekundar biliaren Zirrhose wurden die spezifischen Leber- bzw.
Gallengangsenzyme (Alaninaminotransferase, ALAT und Alkalische Phopsphatase,

AP) und Bilirubin bei den Versuchtieren bestimmt. Serumtransaminasen und Bilirubin

sind erwartungsgemal bei Leberzirrhose signifikant erhéht (s. Tab. 4).
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3.3 Mittlerer arterieller Druck

140 Losartan bzw. NaCl
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Abb. 9: mittlerer arterieller Druck (MAP) — Monitoring. s = sham-operierte Versuchstiere (n = 10) vor
und nach NaCl. ¢ = zirrhotische Versuchstiere (n = 9) vor und nach NaCl. ¢3 = zirrhotische
Versuchstiere (n = 8) vor und nach 3 mg Losartan/kg KG. ¢10 = zirrhotische Versuchstiere (n = 9) vor
und nach 10 mg Losartan/kg KG. ¢30 = zirrhotische Versuchstiere (n = 9) vor und nach 30 mg

Losartan/kg KG.
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Abb. 10: Mittlerer arterieller Druck (MAP). 2 p < 0.05 vs. Sham.® p < 0.05 vs. Zirrhose (NaCl). ® p <
0.05 vs. Zirrhose (Losartan 3 mg/kg KG). ). d p < 0.05 vs. Zirrhose (Losartan 10 mg/kg). ® p < 0.05 vs.
Baseline. Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere: n=9, zirrhotische
Versuchstiere vor und nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere vor und nach 10 mg
Losartan/kg KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere vor und nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Vergleiche
zwischen allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche zwischen zwei
Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefunhrt.

Der mittlere arterielle Druck (mean arterial pressure, MAP) wurde 15 Minuten vor und
30 Minuten nach der intravenésen Applikation von Losartan bzw. NacCl
aufgezeichnet.

Zu Beginn der Monitoring-Phase war der mittlere arterielle Druck der einzelnen
Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. 30 Minuten nach Applikation jeglicher
Losartan-Dosierung sank der MAP auf signifikant (p > 0.05) niedrigere Werte als zu
Beginn des Versuchs, zusatzlich bewirkte eine Dosis von 10 bzw. 30 mg/kg KG
einen signifikant (p > 0.05) groReren Abfall als eine Dosis von 3 mg/kg KG Losartan
(s. Abb. 10).
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3.4 Pfortaderdruck
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Abb. 11: Pfortaderdruck (PP) — Monitoring. s = sham-operierte Versuchstiere (n = 10) vor und nach
NaCl. ¢ = zirrhotische Versuchstiere (n = 9) vor und nach NaCl. ¢3 = zirrhotische Versuchstiere (n = 8)
vor und nach 3 mg Losartan/kg KG. c10 = zirrhotische Versuchstiere (n = 9) vor und nach 10 mg

Losartan/kg KG. c30 = zirrhotische Versuchstiere (n = 9) vor und nach 30 mg Losartan/kg KG.
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Abb. 12: Pfortaderdruck (PP). ® p < 0.05 vs. Sham.® p < 0.05 vs. Zirrhose (NaCl). Sham-operierte
Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere: n=9, zirrhotische Versuchstiere vor und nach 3 mg
Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere vor und nach 10 mg Losartan’kg KG: n=9,
zirrhotische Versuchstiere vor und nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Vergleiche zwischen allen
Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis Tests durchgefuhrt. Vergleiche zwischen zwei Gruppen

wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefihrt.

Auch der Pfortaderdruck (PP) wurde 15 Minuten vor und 30 Minuten nach der
intravendsen Applikation von Losartan bzw. Losungsmittel aufgezeichnet.

Zu Beginn der Monitoring-Phase war der Pfortaderdruck bei zirrhotischen Tieren
erwartungsgemal signifikant (p > 0.05) hdher als bei sham-operierten Tieren in der
Kontrollgruppe. 30 Minuten nach Applikation jeglicher Dosis Losartan sank der
Pfortaderdruck auf signifikant niedrigere Werte als zu Beginn des Versuches (s. Abb.
12), blieb allerdings erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dabei gab es keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Losartan-Dosierungen in der Verringerung
des Pfortaderdrucks (s. Abb. 12).
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3.5 Systemische Hamodynamik
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Abb. 13: Herzauswurfleistung. ® p < 0.05 vs. Sham. Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische
Versuchstiere: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische
Versuchstiere nach 10 mg Losartan/kg KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg
KG: n=9. Der Messzeitpunkt lag 30 min. nach der Injektion von Wirkstoff oder Lésungsmittel, nach
Abschluf} der Monitoring-Phase (s. Abb. 8). Vergleiche zwischen allen Gruppen wurden anhand
Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit Mann-Whitney

Tests durchgefiihrt.
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Systemischer GefaRwiderstand
mmHg*min*100g KG / ml
w

Sham Zirrhose Losartan 3mg Losartan 10mg Losartan 30mg

Abb. 14: Systemischer GefaRwiderstand. * p < 0.05 vs. Sham. ® p < 0.05 vs. Zirrhose (NaCl). °p <
0.05 vs. Zirrhose (Losartan 3 mg/kg KG). Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische
Versuchstiere: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische
Versuchstiere nach 10 mg Losartan/kg KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg
KG: n=9. Der Messzeitpunkt lag 30 min. nach der Injektion von Wirkstoff oder Lésungsmittel, nach
Abschlu der Monitoring-Phase (s. Abb. 8). Vergleiche zwischen allen Gruppen wurden anhand
Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit Mann-Whitney
Tests durchgefihrt.

Die Herzauswurfleistung war bei zirrhotischen Tieren signifikant hdher als bei sham-
operierten Tieren (p > 0.05, s. Abb. 13), was aufgrund der hyperdynamen
Kreislaufsituation erwartet werden konnte. Dies zeigt sich entsprechend in einem
gegenlaufigen Verhalten des systemischen GefalRwiderstandes (SVR) (s. Abb. 14).

Bei Applikation von 30mg/kg KG Losartan stieg die Herzauswurfleistung noch weiter
(mit korrelierendem Abfall des systemischen GefalRwiderstandes), Dosen von 3 und
10mg/kg KG Losartan veranderten den systemischen Gefalwiderstand allerdings

nicht im Vergleich zu den zirrhotischen Versuchstieren im Kontroll-Arm (s. Abb. 14).
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3.6 Splanchnische Hamodynamik
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Abb. 15: Splanchnischer Perfusionsdruck. ® p < 0.05 vs. Sham. ® p < 0.05 vs. Zirrhose (NaCl). °p <
0.05 vs. Zirrhose (Losartan 3 mg/kg). Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere:
n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere nach 10
mg Losartan/kg KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Der
Messzeitpunkt lag 30 min. nach der Injektion von Wirkstoff oder Lésungsmittel, nach Abschlul} der
Monitoring-Phase (s. Abb. 8). Vergleiche zwischen allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis

Tests durchgefihrt. Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefihrt.

Der splanchnische Perfusionsdruck anderte sich nicht signifikant bei einer Dosis von
3mg/kg KG Losartan. Nach Injektion von 10 und 30mg kg/KG kam es zu einem
signifikanten Abfall (s. Abb. 15).
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Abb. 16: Splanchnischer BlutfluR / portalvendser Einstrom. ? p < 0.05 vs. Sham. b p < 0.05 vs.
Zirrhose (NaCl). Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere: n=9, zirrhotische
Versuchstiere nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere nach 10 mg Losartan/kg
KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Der Messzeitpunkt lag 30 min.
nach der Injektion von Wirkstoff oder Losungsmittel, nach Abschluf? der Monitoring-Phase (s. Abb. 8).
Vergleiche zwischen allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche

zwischen zwei Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefiihrt.

Der splanchnische Blutfluss (portalvendser Einstrom) ist bei zirrhotischen Tieren der
hyperdynamen Zirkulation entsprechend gesteigert, sinkt aber nach Injektion von 3
und 10mg/kg KG Losartan (s. Abb. 16).
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Abb. 17: Splanchnischer GefaRwiderstand. ® p < 0.05 vs. Sham. b p < 0.05 vs. Zirrhose (NaCl).  p <
0.05 vs. Zirrhose (Losartan 3 mg/kg). Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere:
n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere nach 10
mg Losartan/kg KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Der
Messzeitpunkt lag 30 min. nach der Injektion von Wirkstoff oder Lésungsmittel, nach Abschlul} der
Monitoring-Phase (s. Abb. 8). Vergleiche zwischen allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis

Tests durchgefihrt. Vergleiche zwischen zwei Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefiihrt.

Der splanchnische Gefalwiderstand ist im Vergleich zu sham-operierten Tieren
erniedrigt. Nach Applikation von 3 mg/kg KG Losartan steigt dieser wieder, fallt aber
bei hdheren Dosen bis 30mg/kg KG wieder bis auf einen Ausgangswert vergleichbar

mit Lésungsmittel behandelten, zirrhotischen Tieren ab (s. Abb. 17).
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Abb. 18: ShuntfluB.  p < 0.05 vs. Sham. b p < 0.05 vs. Zirrhose (NaCl). Sham-operierte
Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 3 mg
Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere nach 10 mg Losartan/kg KG: n=9, zirrhotische
Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Der Messzeitpunkt lag 30 min. nach der Injektion von
Wirkstoff oder Losungsmittel, nach Abschlu® der Monitoring-Phase (s. Abb. 8). Vergleiche zwischen
allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche zwischen zwei Gruppen

wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefiihrt.

Bei sham-operierten Versuchstieren konnte kein kollateraler Blutfluss nachgewiesen
werden, ganz im Gegenteil natlrlich zu zirrhotischen Tieren. Auch der kollaterale

Blutfluss sinkt in signifikantem Mal3e durch Behandlung mit Losartan (s. Abb. 18).

56



intrahepatischer (sinusoidaler) Widerstand
mmHg*min*100g KG / ml
w

a
T
2 |
T
1 i
0
Sham Zirrhose Losartan 3mg  Losartan 10mg Losartan 30mg

Abb. 19: intrahepatischer (sinusoidaler) Widerstand. ® p < 0.05 vs. Sham. ° p < 0.05 vs. Zirrhose
(Losartan 3 mg/kg). Sham-operierte Versuchstiere: n=10, zirrhotische Versuchstiere: n=9, zirrhotische
Versuchstiere nach 3 mg Losartan/kg KG: n=8, zirrhotische Versuchstiere nach 10 mg Losartan/kg
KG: n=9, zirrhotische Versuchstiere nach 30 mg Losartan/kg KG: n=9. Der Messzeitpunkt lag 30 min.
nach der Injektion von Wirkstoff oder Lésungsmittel, nach Abschlul der Monitoring-Phase (s. Abb. 8).
Vergleiche zwischen allen Gruppen wurden anhand Kruskal-Wallis Tests durchgefiihrt. Vergleiche

zwischen zwei Gruppen wurden mit Mann-Whitney Tests durchgefihrt.

Der intrahepatische (sinusoidale) Widerstand ist bei Zirrhose im Vergleich zu sham-
operierten Tieren signifikant erhdht. Nach Injektion von 3 mg/kg KG Losartan nimmt
er weiter zu, bei hdheren Dosen bis zu 30 mg/kg KG fallt er allerdings wieder ab auf

ein Niveau vergleichbar den Kontroll-Zirrhose-Tieren (s. Abb. 19).
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4 DISKUSSION

Diese Studie untersuchte die akuten hamodynamischen Effekte des AT;-
Rezeptorantagonisten Losartan an einem in-vivo Tiermodell der sekundar biliaren
Zirrhose. Losartan reduziert den Pfortaderdruck. Bei niedriger Dosierung (3 mg/kg
KG) sank der Pfortaderdruck aufgrund eines reduzierten portalvendsen Einstroms
trotz eines leichten Anstiegs des intrahepatischen Widerstandes. Bei hoherer Dosis
(10 mg/kg KG bzw. 30mg/kg KG) allerdings verminderte Losartan den Pfortaderdruck
durch eine Reduktion des splanchnischen Perfusionsdrucks Uber eine Reduktion des

systemischen Gefaldwiderstandes und des mittleren arteriellen Drucks.

Die portale Hypertension ist die Voraussetzung fur die haufigsten schweren
Komplikationen bei Patienten mit einer Leberzirrhose. Sie wird bedingt durch die
splanchnische Vasodilatation mit gesteigertem portalvenésem Zustrom und den

erhdhten intrahepatischen Widerstand gegen diesen gesteigerten Einstrom.

Vor fast 25 Jahren ist die Behandlung der Portalen Hypertension mit unselektiven [3-
Blockern etabliert worden (113). Es konnte bewiesen werden, dass Propanolol den
Pfortaderdruck senkt und das damit verbundene Risiko einer
Osophagusvarizenblutung verringert (6, 181). Trotzdem erreicht die nominelle
Senkung lediglich 15-20% (6, 9), und es verbleibt eine nicht unsignifikante Anzahl
von Non-Respondern (118) und Patienten mit Kontraindikationen. Aus diesem Grund
sind neue Medikamente zur Prophylaxe der Osophagusvarizenblutung in der
Erprobung. In ersten klinischen Studien wurde eine mogliche Wirksamkeit von AT;-
Rezeptorantagonisten (z.B. Losartan oder Irbesartan) getestet. Die ersten
Ergebnisse waren sehr vielversprechend. Sie verzeichneten eine Reduktion des
portal-venésen Druckgradienten von 45% (161). Nachfolgende Studien konnten dies
allerdings nicht bestatigen, sondern verzeichneten keinen (164) oder kaum Effekte
(163) auf den Pfortaderdruck. Bei einigen Patienten kam es auch zu

symptomatischen arteriellen Hypotonien.
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Es wurde bestatigt, dass Losartan den Pfortaderdruck bei Ratten mit sekundar
biliarer Zirrhose senkt (173). Bis dato ist der genaue Mechanismus der Reduktion
des Pfortaderdrucks allerdings noch nicht aufgeklart.

Angiotensin Il ist in der Lage, hepatische Sternzellen (Lipozyten) zu kontrahieren
(153). Dieser Effekt konnte auch durch den AT-Rezeptorblocker Losartan
antagonisiert werden, was einen Abfall des Pfortaderdrucks durch eine Reduktion
des intrahepatischen Widerstandes zur Folge hatte. Im Gegenteil hierzu legen
tierexperimentelle Daten nahe, dal Losartan die Senkung des Pfortaderdruck durch
Erhdhung des splanchnischen Gefaldwiderstandes und Senkung des portalen
Blutfusses erreicht (173). Da Endothelzellen Uber Angiotensinrezeptoren verfugen
und eine Aktivierung endothelialer AT4-Rezeptoren zur Aktivierung der endothelialen
NO-Synthese flhrt, wurde postuliert, dass Losartan zu einer Hemmung der eNOS
fuhrt. Tatsachlich konnte in einer Studie gezeigt werden, dass eine einwochige
Behandlung mit Losartan bei Ratten mit sekundar biliarer Zirrhose eine Hemmung
der eNOS-Expression in der Aorta bewirkt (173). Hierbei wurde allerdings nicht
zwischen Endothel oder glatter Muskulatur der Aorta unterschieden.

Bei Patienten mit dekompensierter Leberzirrhose wird der Abfall des Pfortaderdrucks
durch Losartan hauptsachlich als Folge der Induktion einer generalisierten arteriellen
Hypotension gesehen (163). Mdglicherweise liegen hier dosisabhangige Effekte vor.
Auch die Dosisabhangigkeit von Losartan bei portaler Hypertension wurde bislang
nicht untersucht. Ziel dieser Arbeit war es daher, am Tiermodell des sekundar
biliaren Zirrhose dosisabhangig die hamodynamischen Effekte von Losartan zu

untersuchen.

Unsere Ergebnisse zeigen eine weitgehend dosisunabhangige Reduktion des
Pfortaderdrucks bei anasthesierten Ratten (s. Abb. 11 und 12). Entgegen der
Hypothese von Schneider et al. (161) geschah dies nicht durch eine Reduktion des
intrahepatischen Widerstandes, da keine Dosierung von Losartan in der Lage war,
den sinusoidalen Widerstand zu senken (s. Abb. 19). Trotzdem gab es signifikante,
dosisabhangige Effekte von Losartan, sowohl auf die splanchnische als auch die
systemische Hamodynamik: Bei einer Dosierung von 3 mg/kg KG erhdht Losartan

den splanchnischen Perfusionswiderstand und senkt damit den portalvendsen
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Einstrom (s. Abb. 16 und 17). Dies wurde von einem &aullerst geringen Abfall des
mittleren arteriellen Drucks begleitet, ohne den peripheren Gefallwiderstand zu

beeinflussen.

Die Ursache der splanchnischen Widerstandserh6hung ist nicht geklart. Eine
Mdglichkeit ware, wie oben diskutiert, eine Reduktion der Aktivitat der endothelialen
NO-Synthase und ein sich daraus ergebender Anstieg des splanchnischen
Gefalwiderstandes (173).

Ein anderer diskutierbarer Mechanismus ist eine Barorezeptor-vermittelte Kontraktion
der splanchnischen GefalRe. Dieser Mechnismus wird auch zur Erklarung anderer
vasodilatatorisch wirkender Medikamente zur Portaldrucksenkung wie Nitroglycerin
verwendet (130). Allerdings ist diese Theorie nicht hinreichend fur die Erklarung der
Effekte bei der niedrigen Losartan Dosierung (3mg/kg KG), da der periphere
Widerstand nicht beeintrachtigt wurde (s. Abb. 14) und die Reduktion des mittleren
arteriellen Drucks nur sehr gering ausfiel (s. Abb. 9 und 10).

Bei Applikation von 10 und 30 mg/kg KG Losartan — Dosierungen welche
normalerweise auch im Tiermodell zur Senkung des arteriellen Hochdrucks
verwendet werden (182-184) — sank der Pfortaderdruck im selben Ausmal} wie bei
einer Dosis von 3 mg/kg KG. Bei Dosierungen von 10 bzw. 30 mg/kg KG gab es
keine Auswirkungen auf den sinusoidalen Widerstand, sie senkten aber den portalen
Einstrom. Im Gegenteil zur Dosis von 3 mg/kg KG stieg dabei der splanchnische
Gefallwiderstand nicht, sondern der Abfall des splanchnischen Perfusionsdrucks ist
auf einen Abfall des mittleren arteriellen Drucks und des systemischen
GefalRwiderstandes zurlickzufuhren. Diese hypotensiven Effekte stimmen mit den
Beobachtungen am Menschen udberein (158, 163) und begrinden auch die
zunehmende Zuruckhaltung in der Anwendung von ATq-Rezeptor-Antagonisten zur
Therapie der portalen Hypertension (162). Unser Tiermodell zeigt allerdings deutlich,
dass die positiven Effekte auf den Pfortaderdruck schon bei niedrigeren Dosen
eintreten, und damit eine systemische Hypotension vermieden werden kann. Die 10
mg bzw. 30 mg/kg KG Dosis ist diejenige, die im Tiermodell zur experimentellen

Senkung des arteriellen Blutdrucks verwendet wird. Bei einer niedrigeren Dosis von 3
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mg/kg KG ist bei nicht-zirrhotischen Tieren bislang kein signifikanter Effekt auf den

arteriellen Blutdruck beschrieben worden.

Unsere Daten lassen noch eine andere Erklarung fur die splanchnische
Widerstandserhohung zu: Eine niedrig-dosierte Langzeittherapie mit Losartan
verbessert die Kontraktilitat gegenuber as-Adrenorezeptor-Stimulation an der glatten
Muskulatur (185, 186). Dies wiurde bedeuten, dass Losartan durch die Blockade des
ATq-Rezeptors die vaskulare Hypokontraktilitdt positiv beeinflussen kénnte. Eine
Interaktion dieser Rezeptoren ist auch in anderen Tiermodellen beschrieben worden
(187, 188) und konnte durch eine mogliche gemeinsam verlaufende Endstrecke in
der intrazellularen Signalubertragung erklart werden. Dieser Rezeptor-“cross talk®
vollzieht sich wahrscheinlich innerhalb glatter Muskelzellen, da er endothel- und
damit NO-unabhangig ist (185), aber diese Zusammenhange sind auch noch nicht
hinreichend beschrieben. Weiterhin senkt eine niedrige Dosierung von Losartan auch
den Noradrenalinspiegel, was mit einer Deaktivierung der Barorezeptoren erklart
werden kénnte (185).

Ferner ist erwiesen, dass eine niedrige Dosierung von Losartan bei Patienten mit
kompensierter Leberzirrhose gunstige Effekte auf die Nierenfunktion durch die
Steigerung der Natriurese hat (189, 190). Auch dies konnte in weiterflihrenden
Versuchen reproduziert werden (185).

Die Akkumulation von Losartan durch die eingeschrankte Leberfunktion (191) stellte
kein Problem bei dieser Fragestellung dar, da wir hier nur die akuten
hamodynamischen Effekte untersucht haben. In der Tat ist bei Langzeittherapie
sogar eine deutlich geringere Dosierungen (0,5 mg/kg KG Losartan) zur Erzielung
optimaler Ergebnisse erforderlich (185), was dementsprechend vielleicht auch auf die

Akkumulation zuriickzuflihren sein konnte.

Eine weitere wichtige Rolle spielen Angiotensin Il und der ATi-Rezeptor in der
Fibrogenese. Es wurde bewiesen, dass Angiotensin Il hepatische Sternzellen (HSCs)
aktiviert und proinflammatorische Effekte vermitteln kann (192), dass diese Uber den
ATq-Rezeptor vermittelt werden (193) und die NADPH-Oxidase in der
Signaltransduktionskaskade den wichtigsten Schritt flr Induktion der DNA-Synthese,
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Zellmigration und Sekretion von inflammatorischen Zytokinen darstellt (194).
Folgerichtig konnte daraufhin im Tiermodell fir Losartan auch eine Inhibition der
Fibrogenese und damit der Entstehung von Zirrhose und portalen Hypertension
nachgewiesen werden (168, 195). Weitere antifibrotische Wirkung von Losartan ist
fur die renale Fibrose beschrieben, da es auch hier einen direkten Einfluly auf die
Uberexpression des Fibrose-Faktors TGF-B hat (196). TGF-B ist auch maRgeblich an
der Aktivierung der hepatischen Sternzellen und damit der Entstehung der
hepatischen Fibrose beteiligt (197). Auch hier konnte im Tiermodell eine
antifibrotische Wirkung durch direkten Einfluy auf TNF-a und TGF-B nachgewiesen
werden (198).

Gerade diese Ergebnisse aus der Fibrogeneseforschung legen nun auch den
Versuch eines frihen prophylaktischen Einsatzes von AT-Rezeptorantagonisten in

der Therapie der Leberzirrhose nahe.

Langfristige Beachtung muss auch genetischen Faktoren geschenkt werden, da
inzwischen auch Rezeptor-Genpolymorphismen identifiziert worden sind, welche die

hamodynamische Reagibilitdt gegenuber Losartan bedingen (199).

Die Indikation fur Losartan und andere Angiotensinantagonisten in der Therapie der
portalen Hypertension ist anfanglich zu Recht kritisch beleuchtet worden (162). Die
Rolle von Angiontensin Il und die des AT-Rezeptors bei Leberzirrhose und portaler
Hypertension ist allerdings wahrscheinlich deutlich komplexer als angenommen.
Neuere Forschungsergebnisse decken zunehmend neue Anwedungsmaoglichkeiten
auf; nicht nur in der Prophylaxe der portalen Hypertension, sondern auch in der
Antifibrogenese. Eine langerfristige Behandlung bei niedrigerer Dosierung konnte

hier ein interessanter, zu evaluierender, therapeutischer Ansatz sein.
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Die Fragestellung lasst sich somit wie folgt beantworten:

1.

Die Gabe des ATi-Rezeptorantagonisten Losartan fuhrt bei Ratten mit
sekundar biliarer Leberzirrhose zu einer (dosisunabhangigen) Reduktion des
Pfortaderdrucks.

Die Senkung des Pfortaderdrucks erfolgt Uber die Reduktion der
splanchnischen Perfusion und nicht Uber eine Senkung des intrahepatischen

Widerstandes.

Vor allem bei hoheren Dosierungen treten vermehrt hamodynamische

Nebenwirkungen im Sinne einer Hypotension auf.

Der Mechanismus der Reduktion des Pfortaderdrucks ist dosisabhangig: Bei
hoher Dosierung (10 und 30 mg kg/KG) senkt Losartan den Pfortaderdruck
hauptsachlich durch die systemische Wirkung auf den mittleren arteriellen
Druck und den Gefaldwiderstand. Bei niedriger Dosierung (3 mg kg KG) ist die
Wirkung auf die Reduktion des splanchnischen Einstroms durch eine

Steigerung des splanchnischen GefaRwiderstandes zurtickzufihren.
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ZUSAMMENFASSUNG

Die portale Hypertension ist Grundlage fir schwere Komplikationen bei der
Leberzirrhose. Eine Verbesserung der medikamentosen Therapie ist deshalb
erstrebenswert, hierzu ist ein besseres Verstandnis der pathophysiologischen
Zusammenhange wegweisend. Der AT -Rezeptorantagonist Losartan reduziert den
Pfortaderdruck bei anasthesierten Ratten mit sekundar biliarer Zirrhose, dieser Effekt
ist dosisunabhangig. Bei Standard-Dosierungen beeinfluRt Losartan vor allem den
mittleren arteriellen Druck, wodurch dann, in Zusammenhang mit der Wirkung auf
den peripheren Widerstand, auch der Pfortaderdruck sekundar gesenkt wird. Dies
kann allerdings auch zu hamodynamischen Nebenwirkungen im Sinne einer
Hypotension flihren. Eine Senkung des intrahepatischen Widerstandes ist nicht zu
beobachten. Bei niedrigerer Dosierung senkt Losartan den Pfortaderdruckes durch
eine Steigerung des splanchnischen GefalRwiderstandes und damit einer Reduktion
des portalvendsen Einstroms. Dies geschieht ohne hypotensive Nebeneffekte auf
den mittleren arteriellen Druck, was neue Moglichkeiten in der Therapie der portalen

Hypertension eroffnen konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind im November 2003 im European Journal of Clinical

Investigation publiziert worden (172).
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