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1. Einleitung

1.1 Leberzirrhose

Die Leberzirrhose stellt das Endstadium vieler chronischer Lebererkrankungen dar und
entsteht Uber die Vorstufe einer zunehmenden Fibrosierung der Leber im Sinne einer
Vermehrung vor allem des perisinusoidalen Bindegewebes Uber Jahre bis Jahrzehnte.
Zusatzlich bilden sich Regeneratknoten, die durch Bindegewebssepten getrennt werden.
(Rabe et al., 2001). Durch die Aufhebung der normalen Lappchenarchitektur der Leber
kommt es zu einer Verringerung der funktionellen Lebermasse und somit zu einer Ab-
nahme der metabolischen Funktion im Sinne von Synthese und Entgiftung. Die Verande-
rung der perisinusoidalen extrazellularen Matrix fuhrt zu einem Verlust der Endothel-
fenestration der Lebersinusoide und somit zu einer Einschrankung des Stoffaustausches
(Li und Friedman, 1999). Zum anderen fuhrt der Parenchym- und GefalRumbau zu einer
Widerstandserhéhung im portalvendsen Stromgebiet und damit zur Entwicklung des
Pfortaderhochdrucks, was in der Folge auch auf die systemische Hamodynamik und die
Funktion anderer Organe Einfluss hat (Bosch und Garcia-Pagan, 2000).

Man unterscheidet eine asymptomatische Phase bzw. kompensierte Leberzirrhose von
einer durch das Auftreten klinischer Komplikationen gekennzeichneten symptomatischen
Phase im Sinne einer dekompensierten Leberzirrhose (Gines et al., 2021). Zu den welt-
weit haufigsten Ursachen der Leberzirrhose zahlen der schadliche Alkoholkonsum, die
chronische Virushepatitis B und C und die nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
(Huang et al., 2023). Da die Bedeutung und Verfligbarkeit nicht-invasiver Screeningme-
thoden wie z.B. die Elastographie der Leber im Sinne einer Lebersteifigkeitsmessung mit
Einteilung in ein Fibrosestadium der fortgeschrittenen Lebererkrankung bzw. advanced
chronic liver disease zunehmen, gibt es Hinweise, dass durch eine Intervention mit Le-
bensstilanderung sowie eine Behandlung der Atiologie eine Verbesserung der Leberstei-

figkeit und damit Fibrose maoglich ist (Semmler et al., 2023).

1.2 Komplikationen der Leberzirrhose

Die fihrenden Komplikationen der Leberzirrhose sind das Auftreten von Aszites und die
Entwicklung von Osophagusvarizen mit der Gefahr von lebensbedrohlichen varikésen

Blutungen, die sich beide Uber die zunehmende portale Hypertension einwickeln. Hier-
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uber kdnnen auch eine spontan bakterielle Peritonitis, eine hepatische Enzephalopathie,
ein hepatorenales Syndrom oder ein hepatopulmonales Syndrom entstehen. Aul3erdem
ist die Inzidenz eines hepatozellularen Karzinoms deutlich erhoht. Der zunehmende
Funktionsverlust der Leber im Rahmen der dekompensierten Leberzirrhose endet

schlief3lich im chronischen Leberversagen.

1.3 Portaler Hypertonus

Die Durchblutung der Leber setzt sich zu 1/3 aus der Arteria hepatica propria und zu 2/3
aus der Vena portae zusammen. Bei der Entstehung des portalen Hypertonus unter-
scheidet man eine pra-, intra- und posthepatische Genese. Die prahepatische (z.B.
Schistosomiasis-Infektion) und die posthepatische Entwicklung (z.B. Budd-Chiari-
Syndrom als thrombotische Verlegung der Lebervenen) sind unabhangig vom Vorliegen

einer Leberzirrhose (Groszmann et al., 1988; Gioia et al., 2020).

Der portale Hypertonus ist definiert als portalvendse Druckerhohung groRRer als 7 mmHg
bzw. als erhohte Druckdifferenz zwischen Pfortader und unterer Hohlvene mehr als 5
mmHg (Bosch und Garcia-Pagan, 2000). Nach dem Ohm’schen Gesetz entspricht die
Hohe des Pfortaderdrucks (P) dem Produkt aus Blutfluss (Q) und GefaRwiderstand (R).
Dementsprechend kann sich ein portaler Hypertonus durch eine hyperdyname Situation
im splanchnischen Zuflussgebiet entwickeln (forward flow-Theorie) oder Uber eine intra-
hepatische Widerstandserhéhung (backward flow-Theorie) (Benoit et al., 1985; Yoshida
et al., 2023).

Im Rahmen der Baveno VII-Konferenz wurden Alternativen zur invasiven Messung des
hepatovenosen Druckgradienten (HVPG) zur Ermittlung des portalen Hypertonus disku-
tiert, die aber weiterhin als Goldstandard gilt. Zur nicht-invasiven Risikoabschatzung ei-
ner klinisch relevanten portalen Hypertension werden die Elastographie zur Lebersteifig-
keitsmessung, der liver spleen platelet Score aus Lebersteifigkeit, MilzZlange und Throm-
bozytenanzahl, die Elastographie zur Milzsteifigkeitsmessung und der Quotient aus von-
Willebrand-Faktor-Antigen zu Thrombozytenanzahl empfohlen mit entsprechenden Refe-
renzbereichen im Sinne eines Ein- oder Ausschlusses (de Franchis et al., 2022). Die
prognostischen Leistungen etablierter nicht-invasiver Tests und des hepatischen Druck-

gradienten sind vergleichbar (Jachs et al., 2024).
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1.3.1 Intrahepatische Genese

Durch den fibrosierenden Leberumbau mit Kollagenablagerungen, Bindegewebssepten
und Regeneratknoten kommt es zu einer mechanischen Einengung vor allem der Si-
nusoide. Neben diesen Umbauvorgangen erhoht sich der intrahepatische Gefallwider-
stand durch Kontraktion zum einen der zufihrenden portalen Venolen und zum anderen
der perisinusoidalen Myofibroblasten, die sich aus Kupfferschen Sternzellen entwickelt
haben (Bauer et al., 1994; Kaneda et al, 1998). Diese intrahepatischen Struktur- und
Funktionsstérungen sind die beiden Hauptfaktoren der backward flow-Theorie. Die im
nachsten Schritt als Folge von vasoaktiven Substanzen entstehende splanchnische Va-
sodilatation fuhrt Uber die Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems letzt-
lich zu einer weiteren Erhdhung des intrahepatischen vaskularen Widerstandes (Bolog-
nesi et al., 2014).

1.3.2 Splanchnische Genese (Vaskulare Hypokontraktilitat)

Ursachlich wird hier die splanchnische Vasodilatation mit konsekutiv erhohtem portalem
Blutfluss im Sinne einer hyperdynamen Kreislaufsituation angesehen. Neben der gestei-
gerten NO (Stickstoffmonoxid)-Produktion im Endothel spielt auch vor allem das vermin-
derte Ansprechen auf Vasokonstriktoren eine entscheidende Rolle. Hier konnte eine Sto-
rung der postrezeptorischen Kaskade nachgewiesen werden, der zur vaskularen Hypo-
kontraktilitat fuhrt (MacGilchrist et al., 1991; Schepke et al., 2001; Sogni et al., 1996; Va-

llance und Moncada, 1991).

Die gesteigerte Produktion des Vasodilatators NO rihrt zum einen von einer Uberex-
pression der konstitutiven endothelialen NO-Synthetase (eNOS), was sich unter anderem
Uber erhohte Scherkrafte erklart (Hori et al., 1998; Lopez-Talavera et al., 1995; Wiest et
al., 1999). Zum anderen erfolgt durch Phosphorylierung eine vermehrte Aktivierung der
eNOS durch zum Beispiel Phosphokinase B (Dimmeler et al., 1999; Fulton et al., 1999;
Morales-Ruiz et al., 2003) oder vermehrte Kofaktoren wie Tetrahydrobiopterin und Hsp90
(Ai et al., 2003; Schmidt und Alp, 2007; Shah et al., 1999). Darutber hinaus finden sind
bei Leberzirrhose auch erhdhte Konzentrationen zirkulierender Hormone, die die eNOS
aktivieren, wie zum Beispiel Endocannabinoide und Adrenomedullin (Batkai et al., 2001;
Domenicali et al., 2005; Genesca et al., 1999). Da auch in isolierten Mesenterialgefalen,
also ohne beeinflussende zirkulierende vasoaktive Substanzen, ohne Endothel sowie bei

inhibierter eNOS und in eNOS-knock-out-Mausen die vaskulare Hypokontraktilitat nach-
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gewiesen werden konnte, muss von einem Defekt in der Signalkaskade zur Kontraktion
der vaskularen glatten Muskelzelle ausgegangen werden (Heinemann et al., 1997; Heller
et al., 1999; Iwakiri et al., 2002; Schepke et al., 2001).

Es sind zwei unabhangige kontraktile Signalwege in den glatten Muskelzellen beschrie-
ben. Einerseits gibt es den Ca®*-abhangigen Weg (iber die Phospolipase C (PLC) und
IP5 sowie andererseits einen Ca?*-unabhangigen Weg iiber die GTPase RhoA und Rho-
Kinase, die beide in der Myosin-Phosphorylierung und damit Kontraktion der glatten
Muskulatur enden. Sowohl bei zirrhotischen Ratten als auch Menschen wurden zwei
Signaltransduktions-Defekte via RhoA/Rho-Kinase gefunden. Eine posttranskriptionelle
Downregulation der Rho-Kinase und eine verminderte Aktivierung von RhoA haben eine
erniedrigte Kalziumsensitivitdt und einen reduzierten Ruhetonus der vaskularen glatten

Muskelzellen zur Folge (Hennenberg et al., 2006, 2007).

1.4 Renale Komplikationen

Die hyperdyname Situation im splanchnischen Zuflussgebiet (forward flow-Theorie) wird
als Hauptursache fur die Aszitesbildung bei portalem Hypertonus und Leberzirrhose an-
gesehen. Trotz erhdhtem Blutfluss im Splanchnikusgebiet liegt systemisch arteriell ein
relativ gesehenes erniedrigtes Blutvolumen vor, sodass es kompensatorisch vor allem
zur Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) einschlie3lich ver-

mehrter Ausschittung des antidiuretischen Hormons (ADH) (Francoz et al., 2019).

Durch die gesteigerte splanchnische Mikrozirkulation kommt es zur Erhéhung des kapil-
laren Drucks mit gesteigerter Permeabilitat und damit Lymphbildung. Im Rahmen der Ak-
tivierung von RAAS mit Vasokonstriktion sowie verringerter Natriurese und ADH-
Ausschuttung mit Rickgang des Harnvolumens tritt eine effektive Flissigkeits- und Nat-
riumretention durch die Nieren ein. Diese aufgefuhrten Mechanismen unterhalten eine

kontinuierliche Aszitesbildung (Arroyo und Jimenez, 2000; Schrier et al., 1988).

Bei vielen Patienten mit Leberzirrhose und Aszites findet sich unabhangig von der Natri-
umaufnahme Uber die Ernahrung und der eventuell eingeschrankten glomerularen Filtra-
tionsrate (GFR) eine gesteigerte tubulare Natriumrickresorption (Jimenez und Arroyo,
1993). Neben der fihrenden Rickresorption durch Aldosteron im distalen Tubulus (Uber
das RAAS) wird Natrium auch uber eine Aktivierung des sympathischen Nervensystems
im proximalen Tubulus, in die Henle Schleife und im distalen Sammelrohr wieder aufge-

nommen. Als Gegenspieler finden sich die natriuretischen Peptide, die die Natriumrick-
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resorption in den distalen Sammelrohren hemmen im Sinne einer Natriurese (Arroyo und
Jimenez, 2000).

Bei Zirrhose-Patienten mit Aszites konnte gezeigt werden, dass die Erhéhung von Renin
und Aldosteron im Wesentlichen durch eine vermehrte Sekretion und nicht durch einen
verminderten Abbau durch die einschrankte Leberfunktion im Rahmen der Leberzirrhose
zu erklaren ist (Gines und Arroyo, 1999). Die erhohten Katecholamin-Plasmaspiegel bei
Patienten mit Leberzirrhose und Aszites werden als Zeichen einer erhohten Aktivitat des
sympathischen Nervensystems gewertet, da Noradrenalin fihrend als Neurotransmitter
in den sympathischen Nervenendigungen ausgeschuttet wird. Die Differenz der Adrena-
lin-Plasmakonzentrationen mit Erhdhung in der Nierenvene gegenuber der renalen Arte-

rie weist auf eine Aktivierung des renalen Sympathikus-Anteils hin (Esler et al., 1992).

Trotz erhohter Plasmakonzentrationen der natriuretischen Peptide bei Zirrhose-Patienten
mit Aszites (Gines et al., 1988; La Villa et al., 1992) Uberwiegt letztlich der Einfluss der
unabhangigen Elevation von Renin-, Adrenalin- und Aldosteron. Im Rahmen der kom-
pensierten Leberzirrhose wird nur unter orthostatischer Belastung eine renale Natriumre-
tention beobachtet, was bei normwertigem Renin-Spiegel Uber eine gesteigerte intra-
renale RAAS-Aktivierung zu erklaren ist. Erst im Rahmen des Fortschreitens der Leber-
zirrhose mit zunehmender splanchnischer Vasodilatation und konsekutivem portalen Hy-
pertension kommt es zur kompensatorischen systemischen Aktivierung des RAAS (Gir-
grah et al., 2000; Wong et al., 2002).

Als hepatorenales Syndrom (HRS) wird die fortschreitende, potentiell reversible Nieren-
funktionsstorung im Rahmen der dekompensierten Leberzirrhose nach Ausschluss ande-
rer Ursachen bezeichnet. Man unterscheidet das akut auftretende HRS Typ 1 vom lang-
sam entstehenden HRS Typ 2 mit sukzessivem Anstieg des Serumkreatinins auf > 1,5
mg/dl. Entsprechend der Uberarbeiteten Definition des international club of ascites han-
delt es sich um ein hepatorenales Syndrom Typ 1 mit der Notwenigkeit einer Therapie-
einleitung mit in erster Linie Terlipressin und Albumin, wenn sich trotz Pausieren von ne-
phrotoxischen Medikamenten, Behandlung einer Infektion und Pausierung von Diuretika
sowie anschlielfender Behandlung mittels Plasmaexpansion mit Albumin (1 g/kgKkG) Uber
48 Stunden keine Verbesserung des Serumkreatinins mit einer maximalen Erhéhung bis
zu 0,3 mg/dl gegenuber dem Vorwert einstellt (Angeli et al., 2015). Neben der deutlichen
Einschrankung der Lebensqualitat weist das hepatorenale Syndrom weiterhin eine sehr
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schlechte Prognose auf und die ideale definitive Therapie besteht entweder in einer Le-

ber- oder simultanen Leber- und Nierentransplantation (Pose et al., 2024).

Ursachlich fur das hepatorenale Syndrom wird eine weitere Zunahme der Dysbalance
zwischen vasokonstriktorischen und vasodilatatorischen Stoffen mit Folge einer weiteren
Verschlechterung der Nierendurchblutung angenommen. Durch die splanchnische Va-
sodilatation und schliel3lich auch systemische arterielle Hypotonie kommt es zur kom-
pensatorischen Aktivierung des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) ein-
schlie3lich vermehrter Ausschittung des antidiuretischen Hormons (ADH), was die rena-
len vasodilatatorischen Faktoren in Form von Prostaglandinen, NO und natriuretischen
Peptiden uberwiegt und damit zu einer renalen Vasokonstriktion mit Minderdurchblutung
und deutlicher Abnahme der Nierenfunktion fuhrt (Gines und Arroyo, 1999).

1.5 Therapie des portalen Hypertonus

Ein seit Jahren etablierter medikamentdser Therapieansatz ist die Reduzierung der
splanchnischen Vasodilatation mittels unselektiver Betablocker wie z.B. Propranolol und
Nadolol. Neben der Wirkung Uber die Blockade der 31-Rezeptoren mit Abfall des Herz-
zeitvolumens erfolgt auBerdem die wichtigere Antagonisierung am R2-Rezeptor mit dar-
aus folgender splanchnischer Vasokonstriktion. Dies fuhrt zu einem effektiven Abfall des
portalen Hypertonus und auch des intravarikosen Drucks, sodass die Indikation zur Pri-
mar- und Sekundarprophylaxe bei Osophagusvarizen besteht (Feu et al., 1993; Mastai et
al., 1987). Aufgrund der starkeren Reduktion des hepatovendsen Druckgradienten
(HVPG) ist mittlerweile der unselektive Betablocker Carvedilol als kompetitiver Antago-
nist an a1-, B1- und B2-Adrenozeptoren in niedriger Dosierung Mittel der 1. Wahl (Villa-
nueva et al., 2019). Generell sollte eine Dosissteigerung der unselektiven Betablocker
unter Beachtung der Herzfrequenz und des Blutdruckes erfolgen (Banares et al., 2002).
Entsprechend der Empfehlung der Baveno VII-Konferenz soll eine unselektive Betablo-
ckertherapie in Form von Carvedilol bereits bei Patienten mit kompensierter Leberzirrho-
se bzw. advanced chronic liver disease und klinisch signifikantem portalen Hypertonus
eingesetzt werden, um Dekompensationsereignisse zu vermeiden (de Franchis et al.,
2022; Villanueva et al., 2019).

Als starkster splanchnischer Vasokonstriktor gilt Vasopressin, das jedoch durch die ge-
neralisierte Vasokonstriktion systemische Ischamien hervorrufen kann, wie zum Beispiel

einen Myokardinfarkt oder einen Apoplex (Bosch et al., 1988; D'Amico et al., 1995). Das
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synthetische Analogon Terlipressin wird aufgrund des gunstigeren systemischen Neben-
wirkungsprofils in der Behandlung der akuten Varizenblutung eingesetzt. Somatostatin
einschlieBlich seiner Analoga Octreotid und Lanreotid fuhrt zur einer Senkung des porta-
len Hypertonus durch eine selektive splanchnische Vasokonstriktion ohne begleitender
Wirkung auf den systemischen Widerstand oder den mittleren arteriellen Blutdruck
(Kravetz et al., 1988).

Durch die Blockade des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems mit einem Angiotensin
lI-Rezeptor 1-Antagonisten wie zum Beispiel Losartan lasst sich eine Reduzierung des
Pfortaderhochdrucks bei konstantem mittlerem arteriellem Druck erreichen (Schneider et
al., 1999). Dies konnte im Tierversuch bestatigt werden mit zusatzlicher Verbesserung
der Nierenfunktion (Heller et al., 2005). Zur Therapie der renalen Flussigkeits- und Natri-
umretention haben Aldosteron-Rezeptor-Antagonisten wie Spironolacton ihren Stellen-

wert, da hierdurch auch der portale Hochdruck gesenkt wird (Garcia-Pagan et al., 1994).

Zur Senkung des intrahepatischen Widerstandes ware die Beseitigung des lokalen NO-
Defizites in der zirrhotischen Leber eine Therapieoption. Auf der einen Seite kdnnen hier-
fur allgemeine NO-Donatoren wie Nitroglyzerin, Isosorbidmononitrat (ISMN) oder -dinitrat
(ISDN) eingesetzt werden. Es konnte allerdings gezeigt werden, dass ISMN neben der
erwunschten Senkung des hepatovendsen Druckgradienten (HVPG) auch zu erheblichen
systemischen Nebenwirkungen durch den Abfall des mittleren arteriellen Druckes und
des Herzzeitvolumens fuhrt mit kompensatorischer Aktivierung vasokonstriktiver Systeme
sowie renaler Flussigkeits- und Natriumretention mit letztlich Verschlechterung der Nie-
renfunktion (Bosch und Garcia-Pagan, 2000). Durch die Kombination von ISMN mit
Propranolol kdnnen die unerwinschten Wirkungen reduziert werden bei gleichzeitig ver-
starkter Senkung des Pfortaderhochdrucks. Auf der anderen Seite erhofft man sich durch
die Gabe leberspezifischer NO-Donatoren wie etwa an Ursodesoxycholsaure-
gekoppeltes NO eine Reduktion des portalen Hypertonus ohne systemische Wirkungen.
Die Behandlung mit einem Cholesterinsyntheseenzym-Hemmer (CSE-Hemmer) wie
Atorvastatin fUhrte in Ratten mit sekundarer bilidrer Zirrhose zu einer Steigerung des
eNOS- /NO-Signalwegs und einer Hemmung des RhoA- /Rho-Kinase-Signalwegs mit
daraus resultierender verminderter Kontraktionsfahigkeit der aktivierten Sternzellen (Tre-
bicka et al., 2007). Auch eine Wirkung auf eNOS-regulierende Faktoren und eine Erho-
hung der Aktivitat der Superoxiddismutase werden diskutiert.
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Die Blockade der in der zirrhotischen Leber deutlich Uberwiegenden intrahepatischen
Vasokonstriktoren ist ein vielversprechender theoretischer Ansatz. Der a1-Adrenozeptor-
Antagonist Prazosin fuhrt zwar zu einer Senkung des HVPG allerdings unter Inkaufnah-
me systemischen Nebenwirkungen (Albillos et al., 1995). Auch hier konnte die Kombina-
tion mit einem unselektiven Betablocker unerwinschte systemische Wirkungen wie ge-
nerelle Vasokonstriktion, renale Plasmaexpansion und Verschlechterung der Nierenfunk-
tion verhindern (Albillos et al., 1998). Der zentrale a2-Blocker Clonidin flihrt sowohl zu
einer starken Absenkung des HVPG als auch zu einem deutlichen Abfall des mittleren
arteriellen Blutdruckes; lediglich die Nierenfunktion verbleibt ohne direkten Einfluss (Albil-
los et al., 1992). Der weiter oben bereits erwahnte unspezifische Betablocker mit zusatz-
lichem a1-Antagonismus Carvedilol senkt den HVPG starker als Propranolol mit aller-
dings auch begleitendem Abfall des mittleren arteriellen Blutdrucks (Banares et al.,
1999). Am Endothelin-Rezeptor wirksame Substanzen bewirken eine Vasodilatation und
verminderte Sternzellkontraktion, wobei sowohl eine ETA-Rezeptor-Blockade als auch
eine Aktivierung des ETB-Rezeptors diese Effekte zeigen.

Aulerdem besteht die Moglichkeit einer Senkung des intrahepatischen Widerstandes
durch Anlage eines Shunts, entweder im Rahmen einer operativen Anlage von Shunt-
verbindungen oder minimal invasiv im Sinne der Anlage eines transjugularen intrahepati-
schen portosystemischen Shunts (TIPS). Letztere ist komplikationsarmer und zeigt gute
Langzeiterfolge, sodass sie die operative Anlage abgeldst hat. Die wichtigsten Nebenwir-
kungen des TIPS sind eine Zunahme der hepatischen Enzephalopathie und Verschllsse
des Stents; die Rate der Stentverschlisse konnte durch die Verwendung gecoverter
Stents reduziert werden (Rajesh et al., 2020). Sowohl die akute Varizenblutung als auch
der therapierefraktare Aszites sind etablierte Indikationen zur TIPS-Anlage. Die korrekte
Indikationsstellung und Patientenselektion reduziert potentielle Komplikationen des TIPS
(Bettinger et al., 2022). Im Hinblick auf die Baveno VII-Konferenz soll aufgrund des signi-
fikanten Uberlebensvorteils eine praemptive TIPS-Implantation bei schwerer Varizenblu-
tung in einem Zeitraum von weniger als 72 Stunden erfolgen bei einem Child-Pugh-
Stadium B mit 8 oder 9 Punkten und aktiver Varizenblutung wahrend der Endoskopie
sowie bei einem Child-Pugh-Stadium C mit 10 bis 13 Punkten (Gralnek et al., 2022; Her-
nandez-Gea et. Al, 2019; Nicoara-Farcau et al., 2024). Prognostische Vorhersagemodel-
le zur ldentifizierung der optimalen Patienten fur die praemptive TIPS-Anlage werden
aktuell entwickelt und validiert (Bettinger et al, 2021; Lv et al., 2024).
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In der klinischen Praxis stehen in der medikamentdsen Therapie der portalen Hyperten-
sion unselektive Betablocker, Vasopressin- und Somatostatin-Analoga, Humanalbumin
sowie Diuretika zur Verfugung (de Franchis et al., 2022). Zusammengefasst erklart am
ehesten die pathogene Komplexitat der portalen Hypertonie die bisher erfolglose Uber-
fuhrung praklinischer Studienerfolge hin zur Entwicklung neuer wirksamer Therapeutika

fur Patienten mit Leberzirrhose (Iwakiri und Trebicka, 2021).

1.6 Urotensin Il und Urotensin |I-Rezeptorantagonist Palosuran

Urotensin Il ist ein zyklisches Oligopeptid, das sowohl im Menschen als auch der Ratte
vorkommt und als Agonist an den Urotensin |I-Rezeptor bindet. Es weist ein vasoaktives
Potential auf, hierbei zeigt sich vor allem eine starke Vasokonstriktion (Ames et al., 1999;
Douglas et al., 2000a, 2000b). Je nach Zielzelle und Gefaliregion beeinflusst die Aktivie-
rung des Urotensin |I-Rezeptors durch Urotensin Il unterschiedliche intrazellulare Sig-
nalwege (Gardiner et al., 2001, 2006). So fuhrt die Aktivierung des Urotensin II-
Rezeptors im Endothel zu einer NO-vermittelten Dilatation (Bottrill et al., 2000; Zhu et al.,
2006), in der vaskularen glatten Muskelzelle Uber die RhoA/ Rho-Kinase-Aktivierung hin-
gegen zur Kontraktion (Sauzeau et al., 2001; Watanabe et al., 2006). In der Niere beein-
flusst die Rezeptor-Aktivierung die Nierenfunktion mit Natrium- und Wasserretention so-
wie Reduzierung der glomerularen Filtrationsrate (Balment et al., 2005; Matsushita et al.,
2003; Song et al., 2006). Die pharmakologische Hemmung oder genetische Ablation des
Urotensin-1I-Rezeptors linderte Nieren- und Herz-Kreislauf-Erkrankungen bei Nagetieren
(Michael et al., 2024)

Bei Patienten mit Leberzirrhose kdnnen erhohte Plasmakonzentrationen von Urotensin |l
nachgewiesen werden. Diese Erhéhung korreliert mit einem erhdéhten Pfortaderdruck und
einem erniedrigten mittleren arteriellen Blutdruck (Heller et al., 2002; Kemp et al., 2007).
Daruber hinaus waren die Plasmakonzentrationen bei Patienten mit portalem Hyperonus
mit Aszites hoher als bei Fehlen von Aszites. Ferner korrelieren erhohte Plasmakonzent-
rationen von Urotensin Il auch mit einer Verschlechterung der Nierenfunktion (Heller et
al., 2002; Kemp et al., 2007). Mittels Immunhistochemie konnten in menschlichen zirrho-
tischen Lebern keine signifikanten Unterschiede von Urotensin Il und Urotensin Il-
Rezeptor nachgewiesen werden, allerdings bei Patienten mit fulminantem Leberversagen
(Leifeld et al., 2010). Die kontinuierliche Infusion von Urotensin Il Gber 4 Wochen fuhrte

bei gesunden Ratten zu einem dosisabhangigen Anstieg des portalen Hypertonus und
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induzierte eine Leberfibrose (Kemp et al., 2009). Es darf daher vermutet werden, dass
Urotensin Il bei bestehender Leberzirrhose ein Vermittler fur die splanchnische Vasodila-
tation und damit den portalen Hypertonus sowie fur eine Verschlechterung der Nieren-
funktion ist (Trebicka et al., 2008). Da bisher keine klinisch wirksamen Modulatoren des
Urotensin |I-Rezeptors entwickelt worden sind, werden aktuell neue peptische antagoni-
sierende Analoga des menschlichen Urotensin Il ex-vivo getestet, deren teilweise nicht-
kompetitive Modulation Uber das Konzept einer lateralen Allosterie eines multimeren G-

Protein-gekoppelten Rezeptormodells erklart wird (Merlino et al., 2024).

Palosuran ist ein 4-Ureido-Quinoline-Derivat (ACT-058362). Es handelt sich hierbei um
einen spezifischen kompetitiven nichtpeptischen Urotensin IlI-Rezeptorantagonist (Clozel
et al., 2004). Bei an Diabetes erkrankten Nagetieren und Patienten fuhrte Palosuran zu
einer Verbesserung der Nierenfunktion (Clozel et al., 2006; Sidharta et al., 2006). Dem-
gegenuber zeigte Palosuran in einer doppelverblindeten und Placebo-kontrollierten Stu-
die kombiniert mit einem Blocker des RAAS bei Patienten mit diabetischer Nephropathie
bei Diabetes mellitus Typ 2 keinen signifikanten Effekt auf die Albuminurie, den Blutdruck
oder die glomerulare Filtrationsrate (Vogt et al., 2010). Bei Ratten, die zusatzlich zu Cyc-
losporin A Palosuran erhielten, wurde die Nephrotoxizitat abgeschwacht gegenuber un-
behandelten Ratten; ob der nephroprotektive Effekt von Palosuran moglicherweise un-
abhangig von seinem Urotensin-1I-Rezeptor-Antagonismus ist, bleibt zu diskutieren (O-
lukman et al., 2019).

Durch eine vierwochige Gabe von Palosuran konnte bei Ratten mit CCl4-induzierter Le-
berzirrhose ein signifikanter Abfall des portalen Hypertonus nachgewiesen werden. Die-
ser Effekt wurde einem Ruckgang der hepatischen Fibrose und einer verstarkten eNOS-
abhangigen Gefallerweiterung der hepatischen Sternzellen zugeschrieben (Zhang,
2019). Die Wirkung von Palosuran auf den portalen Hypertonus bei Leberzirrhose bei

gallengangsligierten Ratten ist bisher noch nicht untersucht worden.
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1.7 Fragestellung
1.7.1 Senkt Palosuran den portalen Hypertonus bei i.v.-Gabe?

Es ist bekannt, dass sich bei Patienten mit Leberzirrhose erhdhte Spiegel von Urotensin
Il finden (Heller et al., 2002). Da die Erhéhung mit einem portalen Hypertonus korreliert,
wird vermutet, dass Urotensin Il Einfluss auf die splanchnische Vasodilatation und damit
den portalen Hypertonus nimmt. Die Wirkung des spezifischen Urotensin II-
Rezeptorantagonisten Palosuran auf den portalen Hypertonus wurde bisher nicht unter-
sucht. Es ist daher das Ziel, diese Wirkung am Tiermodell zu untersuchen. Mittels intra-

vendser Gabe soll eine akute hamodynamische Wirkung evaluiert werden.

1.7.2 Wird der portale Hypertonus durch eine mehrtagige p.o.-Gabe von Palosuran redu-

ziert?

Da es im Rahmen der Entwicklung einer Leberzirrhose mit Pfortaderhochdruck zur kom-
pensatorischen Aktivierung vasoaktiver Systeme wie z.B. dem RAAS kommt, ist durch
die erhohte Plasmakonzentration von Urotensin Il zu vermuten, dass auch Urotensin Il in
der Entwicklung und Aufrechterhaltung des portalen Hypertonus eine Rolle spielt. Die
Wirkung des spezifischen Urotensin |I-Rezeptorantagonisten Palosuran auf den portalen
Hypertonus wurde bisher nicht untersucht. Nach mehrtagiger oraler Zufuhr soll an gal-
lengangsligierten Ratten mit konsekutiver sekundar biliarer Zirrhose eine hamodynami-
sche Wirkung sowie eine Veranderung der zellularen Signalkaskaden im Splanchnikus-

gebiet untersucht werden.

1.8.3 Welche Auswirkung hat Palosuran auf die renale Funktion?

Begleitend soll aul’erdem der Effekt des Urotensin II-Rezeptorantagonisten Palosuran
auf die Nierenfunktion untersucht werden. Diesbezlglich ist vorbeschrieben, dass erhdh-
te Plasmakonzentrationen von Urotensin Il mit einer Natrium- und Wasserretention sowie

Reduzierung der glomerularen Filtrationsrate korrelieren (Heller et al., 2002).
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2. Material und Methoden

2.1 Tiermodell der gallengangsligierten Ratte

Fir die Experimente wurden insgesamt 88 mannliche Sprague-Dawley-Ratten mit einem
Anfangsgewicht von 180-200 g verwendet. Bei 56 wurde wie weiter unten beschrieben
eine Gallengangsligatur durchgefihrt. Die restlichen 32 Ratten dienten als Sham-

operierte Kontrollen.

Zur Induktion einer sekundar biliaren Zirrhose wurde unter Ketamin-Narkose (60
mg/kgKG intramuskular Ketanest S, 25 mg/ml, Esketamin Hydrochlorid, Parke-Davis
GmbH, Pfitzer GmbH, Karlsruhe, Deutschland) nach medianer Laparotomie der Ductus
choledochus durch eine doppelte Ligatur mit einem resorbierbaren Faden (Monocryl 5-0,
Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) verschlossen und zwischen den beiden Liga-
turen durchtrennt. Muskelschicht und Fell wurden anschliel3end separat zugenaht (Mo-
nocryl 5-0 bzw. Mersilene 0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland). Nach vier bis
funf Wochen bildete sich eine sekundar bilidre Zirrhose aus. Die Tiere entwickelten eine
zirrhotisch umgebaute Leber mit hyperdynamischer Zirkulation und Aszitesbildung. Die
Sham-operierten Ratten stellten die Kontrollgruppe dar. Hier wurde wie bei der eigentli-
chen Gallengangsligatur unter Ketamin-Narkose der Gallengang freiprapariert, es wur-
den jedoch keine Ligaturen gesetzt. Die Tierexperimente wurden von dem lokalen Komi-
tee fur Tierstudien der Bezirksregierung Koln genehmigt (50.203.2-Bn 22, 18/06).

2.2 Behandlung der Ratten mit Palosuran

Funf Wochen nach der Gallengangsligatur, wenn sich die sekundar biliare Zirrhose voll
entwickelt hatte, wurde randomisiert eine Gruppe der Ratten (n=18) Uber eine Dauer von
drei Tagen taglich mit Palosuran (30 mg/kg Korpergewicht) Uber eine Schlucksonde be-
handelt. Der zweiten Gruppe (n=6) wurde drei Stunden vor ihrem Tod Palosuran (0,6
mg/kg Korpergewicht) in die Leistenvene appliziert. Die Ubrigen gallengangsligierten Rat-
ten blieben unbehandelt.
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2.3 Bestimmung der renalen Funktion

Zur Erfassung der Nierenfunktion wurden spezielle individuelle metabolische Kéafige
(Techniplast, Buguggiate, Italien) benutzt. Finf Wochen nach ihrer Operation wurden die
Ratten fur vier Tage bei Zugang zum Standardfutter und Wasser ad libitum in diesen Ka-

figen gehalten.

Es wurden drei Gruppen zu je neun Tieren gebildet. Eine Gruppe gallengangsligierten
Ratten wurde mit Palosuran behandelt, die andere Gruppe nicht. Die Sham-operierten

Ratten dienten als Kontrolle.

Wahrend dieser vier Tage wurde taglich die Ein- und Ausfuhr der Tiere genau protokol-
liert und Palosuran (30 mg/kg Korpergewicht) oder die entsprechende Menge an Wasser
uber eine Sonde fur drei Tage appliziert. Am letzten Tag wurden die Ratten getotet und
jeweils eine Urin- und Serumprobe gewonnen. Neben der Natrium- und Kreatininaus-
scheidung im Urin wurden im Serum die Werte flir Aspartat-Aminotransferase, Alanin-
Aminotransferase, Gamma-Glutamyltransferase, alkalische Phosphatase, Bilirubin, Krea-
tinin und Natrium nach den klinischen Standardmethoden bestimmt und die Kreatinin-

clearance errechnet.

Das Serum wurde intrakardial abgenommen und sofort auf Eis gelagert. Die Proben wur-

den bei 3500 g fir 15 min bei 4°C zentrifugiert, die Uberstéande dann bei —80°C gelagert.

2.4 Bestimmung der Urotensin |I-Konzentration

Die Hohe des Urotensin llI-Plasmaspiegels wurde mit einem Enzym-Immunoassay-Kit
(Phoenix Pharmaceutical Inc., St. Joseph, USA) entsprechend der Gebrauchsanweisung
des Herstellers bestimmt. Der Nachweis von Urotensin Il beruht dabei auf dem Prinzip

eines kompetitiven Enzym-Immunoassay.

2.5 Quantitative Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Um die messenger-RNA-Level (mMRNA) verschiedener in der Signalkaskade des Ge-
falktonus wichtiger Proteine in den Mesenterialgefallen zu bestimmen, wurde jeweils aus
30 mg Homogenisat der schockgefrorenen Probe der Mesenterialarterie RNA mit Hilfe
des RNeasy-mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) entsprechend der Gebrauchsan-

weisung des Herstellers isoliert. Bei jeder reversen Transkriptase-Polymerase-
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Kettenreaktion (RT-PCR) wurden 0,5 ug RNA als Matrize benutzt, wobei die RNA-
Konzentrationen spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt wurden.

Vor der reversen Transkription wurden die Proben mit RQ1 RNase-freier DNase (Prome-
ga, Madison, USA) inkubiert, um enthaltene DNA zu verdauen. Die reverse Transkription
wurde mit MMLV reverse Transkriptase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) und zufalli-
gen Primern (1 pg, Promega, Madison, USA) durchgefuhrt. Die Primer und Sonden fur
die RT-PCR wurden mittels der Primer Express Software (Applied Biosystems, Foster
City, USA) entworfen und von Microsynth und Applied Biosystems entsprechend synthe-
tisiert (Tab. 1). Als endogene Kontrolle diente 18SrRNA (Applied Biosystems, Foster Ci-
ty, USA). Zur Durchfuhrung der RT-PCR wurde ein ABI 7300 Sequenzdetektor verwen-
det (Applied Biosystems, Foster City, USA). Die PCR-Ansatze wurden in einem Volumen
von 25 pl durchgefihrt und enthielten 12,5 ul 2xTagMan-PCR Master-Mix (Applied Bio-
systems, Foster City, USA) und 2 ul komplementare DNA.

Zur Quantifizierung der Ergebnisse wurde die ACt-Methode angewendet. Der Unter-
schied zwischen der Anzahl der Zyklen (Ct) der Zielgene und der endogenen Kontrolle
wurden als negatives ACy ausgedruckt. Ein stark negatives ACt entsprach damit einem
hohen mRNA-Level. Fir jedes Gen wurde ein Experiment zur Validierung durchgefuhrt.
Die Effizienz der RT-PCR war dabei fur das Zielgen und die endogene Kontrolle anna-
hernd gleich.

Tab. 1: Primer und Sonden, die fir die quantitative RT-PCR von RhoA, Rho-Kinase und
eNOS benutzt wurden

Primer/Sonden Sequenz 5‘-3° Primer/Sonden
Gen .. .
(vorwarts/revers/Sonde) Konzentration (nM)
GGCAGAGATATGGCAAACAGG, 300
RhoA TCCGTCTTTGGTCTTTGCTGA, 300
CACTCCATGTACCCAAAAGCGCCAAM 100
CCCGATCATCCCCTAGAACC, 300
I_Rho- TTGGAGCAAGCTGTCGACTG, 300
Kinase
ACAAAACCAGTCCATTCGGCGGC 200
CTACCGGGACGAGGTACTGG, 100
eNOS GGAAAAGGCGGTGAGGACTT, 100
CGCCCAGCAGCGTGGAGTGTTT 200




23

2.6 Western Blotting

Die Auswirkungen der Expression des Urotensin II-Rezeptors in den Mesenterialgefallen
wurde mittels Western Blotting bestimmt. Dafur wurden Proben von schockgefrorenen
Mesenterialarterien in einem Puffer (25 mM Tris/HCI, 5 mM Ethylendiamin-
Tetraacetatessig, 10 uM Phenylmethansulfonyl-Fluorid, 1 mM Benzamidin und 10 ug/mli
Leupeptin) homogenisiert und verdunnt. Die Proteinbestimmung der Homogenisate er-
folgte mit Hilfe des DC Assay Kit (Bio-Rad, Munchen, Deutschland). Die Proben (20 ug
Protein/Bahn) wurden einer Natrium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE; 15% Gele fur RhoA, 8% Gele fur Rho-Kinase, endotheliale Stickstoffmono-
xid Synthetase [eNOS] und induzierbare Stickstoffmonoxid Synthetase [INOS], 10% Gele
fur Moesin, p-Moesin, VASP [Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein] und p-VASP )
unterzogen und die aufgetrennten Proteine anschliel3end auf Nitrocellulose-Membranen

geblottet.

Eine Farbung mit Ponceau S wurde durchgefuhrt, um eine gleichmaRige Proteinbela-
dung zu sichern. Die Membranen wurden blockiert, anschlie®end zunachst mit primaren
Antikdrpern (RhoA 119, Rho-Kinase H-85, eNOS [N-20], iNOS, Moesin clone E10, p-
Moesin [Thr-558], VASP [Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA], p-VASP [Ser-
239] clone 16C2 [Calbiochem, San Diego, USA]) und danach mit den korrespondieren-
den, Peroxidase-gekoppelten sekundaren Antikorpern (Calbiochem, San Diego, USA)
inkubiert. Die Blots wurden mit einem ECL-Detektionssystem (enhanced chemilumine-
scence, Amersham, UK) entwickelt, das die bei der Umsetzung der Substrate durch die
Peroxidase entstehende Chemolumineszenz aufgezeichnete. Die Intensitaten der resul-
tierenden Banden auf jedem Blot wurden mit Hilfe eines FLA-3000 Phosphoimager (Fuiji-

Film, DUsseldorf, Deutschland) densitometrisch verglichen.

Die Beurteilung der Aktivitaten der Protein Kinase G (PKG) und Rho-Kinase erfolgte uber
die Feststellung des Phosphorylierungszustandes ihrer endogenen Substrate. Die Aktivi-
tat der PKG wurde hierbei Uber die Phosphorylierung von VASP an der Stelle Ser-239
bestimmt, da dies als sensitiver Marker fur den Aktivitatszustand gilt. Die Rho-Kinase-
Aktivitat hingegen wurde anhand der Phosphorylierung des endogenen Substrats Moesin
an Stelle Thr-558 beurteilt. Diese Unterscheidung gelang durch den Gebrauch von Anti-
korpern, die sowohl stellenspezifisch als auch spezifisch fur den Phosphorylierungszu-

stand waren.
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2.7 Bestimmung der Stickoxid-Konzentration in der A. mesenterica

Der Gehalt der Homogenisate von schockgefrorenen Mesenterialarterien an Nitrit und
Nitrat (NOy) wurde Uber die Griess-Reaktion mit Hilfe des Nitralyzer-1l Kits (WPI, Berlin,

Deutschland) entsprechend der Gebrauchsanweisung des Herstellers bestimmt.

2.8 Hamodynamische Versuche

Alle hamodynamischen Untersuchungen wurden unter Ketamin-Narkose (60 mg/KgKG
intramuskular) durchgefuhrt. Im Hinblick auf die Herzauswurfsleistung und die regionalen
Durchblutungsverhaltnisse ahnelt dieser Zustand der Ratte am meisten dem bei vollem
Bewusstsein. Diese Narkoseart wurde schon ausgiebig angewendet, um in Tiermodellen
zur portalen Hypertonie bei hamodynamischen Versuchen pfortaderdrucksenkende Ef-

fekte unterschiedlicher Medikamente zu untersuchen.

2.8.1 Messung des mittleren arteriellen und portalen Druckes

Die Versuchstiere wurden nach Einsetzen der Ketamin-Narkose in Ruckenlage auf dem
Versuchstisch fixiert. Nachdem die linke Leistenregion durch einen longitudinalen Schnitt
eroffnet worden war, wurden Arteria femoralis und Vena femoralis vorsichtig aus der Ge-
falk-Nerven-Scheide freiprapariert und mit einem PE-50 Katheter (PE 0,28 x 0,61,
Everhardts, Meckenheim, Deutschland) kanuliert.

Nach der anschliefenden medianen Laparotomie wurden die Dunndarmschlingen aus
der Bauchhohle gelagert. Nun wurde ein weiterer, angespitzter PE-50 Katheter in eine
kleine lleocoecalvene eingebracht und bis in die Vena portae vorgeschoben. Danach
wurden der Katheter sorgfaltig an seinem Eingang in das mesenteriale Gefaldsystem fi-
xiert und die Darmschlingen wieder in die Peritonealhdhle zurlickverlagert. Peritoneum
und Bauchwandmuskulatur wurden in einem ersten Schritt mit einer fortlaufenden Naht
(Monocryl 5-0, Ethicon GmbH, Norderstedt, Deutschland) verschlossen sowie anschlie-
Rend Fettgewebe und Fell.

Nach Anlage aller Katheter wurde bis zur Aufzeichnung der Blutdriicke 30 Minuten ab-
gewartet, damit sich die Hamodynamik der Ratte wieder vollstandig stabilisieren konnte.
Die Katheter in Arteria femoralis und Vena portae wurden hierfur Gber einen Druckauf-
nehmer (Isotec-Pressure Transducer, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland) an einem Druckmesser (HRM Typ 669 und TAM-D Typ 705/2 im Plugsys-
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Minicase Typ 609, Pressure Transducer, Hugo Sachs Elektronik, March-Hugstetten,
Deutschland) angeschlossen. Nachdem der Nullpunkt 1 cm oberhalb des Versuchsti-
sches geeicht worden war, wurden arterieller Blutdruck und portalvenoser Druck kontinu-

ierlich Uber einen Zeitraum von mindestens 30 min aufgenommen.

2.8.2 Messung der Durchblutung mittels kolorierter Mikrospharen

Die Herzauswurfsleistung in Form des Herzindex und die regionale Durchblutung wurden
durch die Technik der kolorierten Mikrospharen bestimmt. Diese Methode wurde durch
die haufiger angewandte Technik der radioaktiven Mikrospharen validiert. Der Vorteil der
Farbmikrospharentechnik besteht darin, dass auf radioaktives Material verzichtet werden

kann.

Fur diese Methode wurde ein weiterer Katheter in den linken Ventrikel eingebracht. Dazu
wurde durch einen longitudinalen Kocher-Schnitt das rechte laterale Halsdreieck eroffnet.
Die Schilddrise wurde vorsichtig mobilisiert und nach medial oben geschlagen. Der
Musculus sternocleidomastoideus wurde nach lateral verlagert und der Musculus
omohyoideus durchtrennt. Anschlielend wurde die rechte Arterie carotis communis unter
Schonung des Nervus vagus aus der Gefal3-Nerven-Scheide prapariert und mit einem
PE-50 Katheter kanuliert, der unter Monitorkontrolle bis in den linken Ventrikel vorge-
schoben wurde. Die intraventrikulare Lage des Katheters wurde mit Hilfe der Pulskurve

bestatigt und stets post mortem Uberprift.

Die Referenzblutprobe wurde uUber einen Zeitraum von einer Minute mit einer Flussrate
von 0,65 ml/min aus der Arteria femoralis entnommen. Hierfir wurde eine spezielle
Pumpe (Model ,22’, Syringe Pump, Harvard Apparatus, Hugo Sachs Elektronik, March-

Hugstetten, Deutschland) verwendet.

Zehn Sekunden nach Beginn der Entnahme der Referenzblutprobe wurden Uber zwanzig
Sekunden 300.000 gelbe Mikrospharen (15 pym Durchmesser, Triton Technology, San
Diego, USA,; suspendiert in 300 ul physiologische Kochsalzlosung mit 0,05% Tween 80)
Uber den Katheter in den linken Ventrikel injiziert. Die Verteilung der gelben Mikrospha-
ren spiegelt den Durchblutungszustand der einzelnen Organe zum Untersuchungszeit-
punkt wider. Die Mikrospharenspritze wurde mit physiologischer Kochsalzlésung gespult
und die Spulflussigkeit asserviert, um zu bestimmen, wie viele Mikrospharen tatsachlich

appliziert worden waren.
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Anschlielend wurden 150.000 blaue Mikrospharen (15um Durchmesser, Triton Techno-
logy, San Diego, USA; suspendiert in 200ul physiologische Kochsalzlosung mit 0,05%
Tween 80) Uber einen Zeitraum von 30 Sekunden Uber den Mesenterialvenenkatheter in
die Pfortader appliziert. Mit Hilfe dieser Mikrospharen konnte das Ausmal} des portosys-

temischen Shunts bestimmt werden.

Funfzehn Minuten nach der letzten Mikrospharengabe wurde das Versuchstier durch die
intrakardiale Injektion von 1 ml Ketamin getotet. Lungen, Leber, Nieren, Milz und Gastro-
intestinaltrakt wurden entnommen, gewogen und bei einer Konzentration von 14 ml/g
Gewebe in 4 M KOH (Sigma Saint Louis, Missouri, USA) mit 2% Tween 80 (Polyoxyethy-
len-sorbitan-mono-oleat, Sigma Saint Louis, Missouri, USA) eingelegt. Die Referenzblut-
probe wurde in 3,8 ml 5,3 M KOH und 0,5 ml Tween 80 aufgelost. Alle Proben wurden
eine Stunde bei 60 °C inkubiert. Die verdauten Proben wurden nach Vortexen durch spe-
zielle Mikrospharenfilter (Nucleopore Polycarbonate, Whatman International Limited, Ma-
dison, UK) filtriert. Sowohl das Probenrohrchen als auch die Filterapparatur wurden sorg-

faltig mit 2% Tween 80 Losung gespult.

Die mit Mikrospharen beladenen Filter wurden daraufhin in jeweils 200ul DMF (N, N-
Dimethylformamid, KMF Laborchemie Handels GmbH, Lohmar, Deutschland) tberfuhrt
und gevortext, um die Farbe aus den Mikrospharenkapseln herauszulosen. Die Proben
wurden anschlieBend fiinf Minuten bei 3000 g zentrifugiert und von den Uberstanden die
Absorptionsspektren (300-800 nm, Photometer HP 8453 X UV-Visible System) bestimmt.
Aus diesen Daten wurden durch das Softwareprogramm Triton 5 von Triton Technology
(FOhr Medical Instruments, Seeheim, Deutschland) Uber die Menge der entsprechenden
Mikrospharen in den jeweiligen Organen die Organdurchblutung, die Herzauswurfsleis-
tung und der portosystemische Shunt errechnet. Die Ergebnisse wurden pro 100g Kor-

pergewicht angegeben.

Die Herzauswurfsleistung berechnet sich folgendermalien: Herzauswurfsleistung
(ml/min) = Absorption der injizierten Mikrospharen / Absorption der Referenzprobe x 0,65
ml/min. Der kardiale Index wird als Herzzeitvolumen pro 100 g Kérpergewicht angege-

ben.

Der portosystemische Shunt (PSS) wird wie folgt errechnet: Anzahl der Mikrospharen in

der Lunge x 100 / Anzahl der Mikrospharen in Lunge und Leber.
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Der portalvendse Einstrom (PVI) ist die Summe der Perfusion von Magen, Milz, Darm
und Mesenterien. Der kollaterale Blutfluss (KBF) wird durch die Formel PVI x PSS/100
berechnet und in ml/min x 100g angegeben.

Allgemein wird der GefaBwiderstand als Quotient aus Perfusionsdruck und Blutfluss ei-
ner Gefaliregion gebildet. Der systemische GefalRwiderstand wird demnach als Quotient
aus mittlerem arteriellem Druck und kardialem Index, der portalvendse Widerstand als
Quotient aus Pfortaderdruck und portalvendsem Zufluss errechnet.

Der Perfusionsdruck im Innervationsgebiet des Nervus splanchnikus ist als Differenz
zwischen mittlerem arteriellem Blutdruck und portalvenésem Druck definiert. Demzufolge
wird der splanchnische GefalRwiderstand als Quotient des Perfusionsdruckes und Blut-
flusses im Splanchnikusgebiet errechnet. Der hepatische GefalRwiderstand ergibt sich
nach folgender Formel: portalvendser Druck / Summe aus Perfusion von Gastrointesti-

num und Milz — portosystemischer Shunt.

2.9 Statistische Analysen

Die Ergebnisse wurden als Mittelwerte + Standardabweichung dargestellt. Die Auswer-
tung der Varianz mittels U-Tests nach Mann- Whitney diente dem Gruppenvergleich. Ein

p<0,05 wurde hierbei als signifikant betrachtet.



3. Ergebnisse
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3.1 Allgemeine Charakteristika

Das mittlere Korpergewicht der gallengangsligierten Ratten (BDL, bile duct ligation) war
verglichen mit der Gruppe der Sham-operierten Versuchstiere signifikant geringer. Au-
Rerdem waren sowohl Leber-als auch Milzgewicht der zirrhotischen Ratten deutlich er-
hoht. Zwischen den mit Palosuran behandelten und den unbehandelten BDL gab es kei-
nen Unterschied in Bezug auf das Korper- und Lebergewicht, allerdings war das Milzge-
wicht nach Gabe von Palosuran signifikant erniedrigt. Die Mortalitat der gallengangsli-

gierten Ratten lag unter 15% und unterschied sich nicht zwischen der behandelten und

unbehandelten Gruppe (Tab. 2).

Tab. 2: Allgemeine Charakteristika der verschiedenen Gruppen

Gruppe Korpergewicht (g) | Lebergewicht (g) Milzgewicht (g)
Sham-operierte 425£13 13.7£0.6 0.53 + 0.06
BDL 33812 23.3+23* 25+02*
BDL + Palosuran 322+9 * 20.0+1.8* 16+02* 1

(n=9/Gruppe; * p < 0.05 vs. Sham; T p < 0.05 vs. BDL)

3.2 Biochemische Parameter

Es wurde ein deutlicher Anstieg aller bestimmten leberspezifischen Blutparameter in der
Gruppe der gallengangsligierten Ratten gegenuber der Sham-operierten Kontrollgruppe

beobachtet. Diese Erhéhung veranderte sich nicht signifikant durch eine Behandlung mit

Palosuran (Tab. 3).
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Tab. 3: Biochemische Parameter der verschiedenen Gruppen

Bilirubin

U-GT(U) | ALT(U) | AST(U) | AP (U) (mg/dl)

Gruppe

Sham-operierte | 2.8 £+ 0.4 43 +8 128 +18 | 152+ 16 0.09 +0.01

33.8+5.6
BDL 129+13* 610 +45* | 301 +40* 6.5+0.8"

*

BDL + 34.4+3.2

Palosuran

132 +14* | 677 £65* | 33223~ 79+06"*

(n=7/Gruppe; * p < 0.05 vs. Sham)

3.3 Urotensin II-Konzentrationen

Die Konzentrationen von Urotensin Il im Plasma von gallengangsligierten Ratten waren
signifikant hoher als bei Sham-operierten, nicht zirrhotischen Versuchstieren. Nach der
oralen Gabe von Palosuran bei BDL kam es dartber hinaus zu einem weiteren signifi-

kanten Anstieg der Urotensin Il-Plasmakonzentrationen (Abb. 1).

0,6
05 -
0,4

ng/ T
0,3

ml

0,2

0,1

0
Sham BDL BDL + Palosuran

* p<0.05vs. Sham; T p<0.05vs. BDL

Abb. 1: Urotensin IlI-Plasmakonzentrationen der verschiedenen Gruppen
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3.4 Die messenger-RNA-Level von RhoA, Rho- Kinase und eNOS

Sowohl die mRNA-Konzentration von RhoA als auch die von Rho-Kinase bei BDL wies
keine Veranderung gegenuber Sham-operierten Ratten auf. Allerdings kam es in den
Mesenterialarterien von zirrhotischen Ratten, die mit Palosuran behandelt worden waren,
zu einem signifikanten Anstieg der mRNA-Level von RhoA und Rho-Kinase (Abb. 2, und
Abb. 3). Die Mesenterialgefalle von gallengangsligierten Ratten enthielten im Vergleich
zu Sham-operierten deutlich erhdhte mRNA-Konzentrationen von eNOS. Eine Behand-
lung mit Palosuran flhrte zu einem weiteren signifikanten Anstieg von eNOS-mRNA in

den Mesenterialarterien von zirrhotischen Versuchstieren (Abb. 4).
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¥ p<0.05vs.Sham; ¥ p<0.05vs.BDL

Abb. 2: Messenger-RNA-Expression von RhoA in den Mesenterialarterien, bestimmt
durch die quantitative RT-PCR und mittels 18-SrRNA als endogene Kontrolle korrigiert
(n=6/Gruppe)
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Abb. 3: Messenger-RNA-Expression von Rho-Kinase in den Mesenterialarterien, be-
stimmt durch die quantitative RT-PCR und mittels 18-SrRNA als endogene Kontrolle kor-
rigiert (n=6/Gruppe)
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Abb. 4: Messenger-RNA-Expression von eNOS in den Mesenterialarterien, bestimmt
durch die quantitative RT-PCR und mittels 18-SrRNA als endogene Kontrolle korrigiert
(n=6/Gruppe)
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3.5 Proteinexpression von RhoA und Rho-Kinase in den Mesenterialarterien

Die Western Blot Analyse zeigte keinen Unterschied in der mesenterialen Proteinexpres-
sion von RhoA zwischen BDL und Sham-operierten Ratten (Abb. 5). Dagegen war die
Proteinexpression von Rho-Kinase in den Mesenterialarterien von gallengangsligierten
Versuchstieren verglichen mit Sham-operierten reduziert (Abb. 6). Die orale Gabe von
Palosuran fuhrte zu einem signifikanten Anstieg der Proteinexpression von RhoA und
Rho-Kinase in den Mesenterialgefal3en von zirrhotischen Ratten (Abb. 5 und Abb. 6).
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Abb. 5: Proteinexpression von RhoA in den Mesenterialarterien, bestimmt durch Wes-
tern Blot Analyse (Minimum n=6/Gruppe). Dargestellt sind die relativen densitometri-
schen Daten aller Experimente bezogen auf die Werte Sham-operierter Ratten als 100

d.u. und reprasentative Western Blots.
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Abb. 6: Proteinexpression von Rho-Kinase in den Mesenterialarterien, bestimmt durch
Western Blot Analyse (Minimum n=6/Gruppe). Dargestellt sind die relativen densitometri-
schen Daten aller Experimente bezogen auf die Werte Sham-operierter Ratten als 100

d.u. und reprasentative Western Blots.

3.6 Aktivitat der Rho-Kinase

Als Marker fir die Aktivitat der Rho-Kinase diente der Phosphorylierungszustand ihres
Substrates Moesin. Moesin wird durch Rho-Kinase an der Stelle Thr-558 phosphoryliert.
Die Western Blot Analyse wurde daher mit einem Moesin-Antikorper durchgefuhrt, der
sowohl stellenspezifisch als auch spezifisch fur den Phosphorylierungszustand war. Es
zeigte sich eine verringerte Phosphorylierung von Moesin in den Mesenterialarterien von
zirrhotischen Ratten verglichen mit Sham-operierten. Die orale Gabe von Palosuran er-
hohte signifikant die Phosphorylierung von Moesin in den Mesenterialarterien bei BDL
(Abb. 7). Folglich fuhrt eine langfristige Blockade des Urotensin II-Rezeptors durch Palo-
suran zu einer verstarkten Aktivitdt der Rho-Kinase in den Mesenterialarterien von zirrho-

tischen Versuchstieren.
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Abb. 7: Konzentration von Phospho-Moesin in den Mesenterialarterien, bestimmt durch
Western Blot Analyse mittels eines phospho-spezifischen und stellenspezifischen (Thr
558) Antikorpers (Minimum n=6/Gruppe). Dargestellt sind die relativen densitometrischen
Daten aller Experimente bezogen auf die Werte Sham-operierter Ratten als 100 d.u. und

reprasentative Western Blots.

3.7 Proteinexpression von eNOS

Die Western Blot Analyse lie3 keinen Unterschied der Proteinexpression von eNOS in
den Mesenterialarterien zwischen gallengangsligierten und Sham-operierten Ratten er-
kennen. Allerdings fuhrte die Behandlung mit Palosuran zu einem Anstieg der eNOS Pro-

teinexpression in den Mesenterialgefallen von zirrhotischen Versuchstieren (Abb. 8).
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Abb. 8: Proteinexpression von eNOS in den Mesenterialarterien, bestimmt durch Wes-
tern Blot Analyse (Minimum n=6/Gruppe). Dargestellt sind die relativen densitometri-
schen Daten aller Experimente bezogen auf die Werte Sham-operierter Ratten als 100

d.u. und reprasentative Western Blots.

3.8 Proteinexpression von iNOS

Eine Proteinexpression von iNOS war in den Mesenterialarterien von zirrhotischen Rat-
ten kaum nachzuweisen. Bei der Western Blot Analyse zeigte sich kein Unterscheid zwi-

schen mit Palosuran behandelten und unbehandelten zirrhotischen Versuchstieren.



3.9 Aktivitat der Protein Kinase G

Als Marker fur die Aktivitat der Protein Kinase G (PKG) diente der Phosphorylierungszu-
stand ihres Substrates VASP (Vasodilatator-stimuliertes Phosphoprotein). VASP wird
durch PKG an der Stelle Ser-239 phosphoryliert. Die Western Blot Analyse wurde daher
mit einem VASP-Antikorper durchgefihrt, der sowohl stellenspezifisch als auch spezi-
fisch fur den Phosphorylierungszustand war. Es zeigte sich eine vermehrte Phosphorylie-
rung von VASP in den Mesenterialarterien von zirrhotischen Ratten verglichen mit Sham-
operierten. Die Behandlung mit Palosuran bei BDL hingegen fuhrte zu einer verringerten

Phosphorylierung von VASP in den Mesenterialgefalien (Abb. 9).
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Abb. 9: Konzentration von Phospho-VASP in den Mesenterialarterien, bestimmt durch
Western Blot Analyse mittels eines phospho-spezifischen und stellenspezifischen (Ser
239) Antikorpers (Minimum n=6/Gruppe). Dargestellt sind die relativen densitometrischen
Daten aller Experimente bezogen auf die Werte Sham-operierter Ratten als 100 d.u. und
reprasentative Western Blots.
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3.10 Stickoxid-Konzentration in den Mesenterialarterien

Die Bestimmung der Stickoxid-Konzentration zeigte einen signifikanten Anstieg von Nit-
raten und Nitriten in den Mesenterialarterien von gallengangsligierten Ratten im Ver-
gleich zu Sham-operierten Versuchstieren. Durch die Behandlung mit Palosuran kam es
zu einem signifikanten Abfall der NO-Konzentration in den Mesenterialgefalten von zir-

rhotischen Ratten auf Werte, die ungefahr denen von Sham-operierten entsprachen

(Abb. 10).
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Abb. 10: NO,-Konzentration in den Homogenisaten der Mesenterialarterien
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3.11 Akute hamodynamische Versuche

Wie zu erwarten war der Pfortaderdruck bei gallengangsligierten Ratten deutlich erhoht
verglichen mit Sham-operierten Versuchstieren (Abb. 11). Die intravendse Applikation
von Palosuran flhrte zu einem signifikanten Abfall des portalen Druckes bei BDL (Abb.
11). Dies wurde von einem signifikanten Anstieg des splanchnischen GefalRwiderstandes
begleitet, der bei zirrhotischen Ratten deutlich verringert war (Abb. 13). Der bei BDL er-
hohte portalvenose Blutfluss wurde durch die Gabe von Palosuran signifikant gesenkt
(Abb. 14).

Plortaderdruck

SR S S S

(mmHg)

t

Palosuran
0 T T : T T T
0 5 10 15 20
Minuten
[] Sham

* p<0.05vs. Sham
¢ BDL T p<0.05vs. BDL

Abb. 11: Auswirkungen der akuten intravendsen Applikation von Palosuran (10 mg/kg
Koérpergewicht) auf den Pfortaderdruck bei Sham-operierten und zirrhotischen Ratten

(n=7/Gruppe)
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Abb. 12: Auswirkungen der akuten intravendsen Applikation von Palosuran (10 mg/kg
Kdrpergewicht) auf den mittleren arteriellen Druck bei Sham-operierten und zirrhotischen
Ratten (n=7/Gruppe)

Der mittlere arterielle Blutdruck und der systemische Gefaldwiderstand waren bei gallen-
gangsligierten Ratten gegeniber Sham-operierten signifikant verringert (Abb. 12 und
Abb. 15). Durch die intravendse Applikation von Palosuran kam es bei zirrhotischen Rat-
ten zu einem vorubergehenden Abfall des mittleren arteriellen Druckes (Abb. 12). Der
systemische Gefallwiderstand nahm minimal zu (Abb. 15). Die bei BDL erhdhte Her-
zauswurfsleistung wurde durch die intravendse Gabe von Palosuran nur leicht verringert
(Abb. 16). Diese akuten hamodynamischen Veranderungen wurden mit denen bei Sham-
operierten und zirrhotischen Versuchstieren verglichen, denen das reine Losungsmittel

intravenods appliziert wurde.
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Abb. 13: Splanchnischer Gefallwiderstand bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhoti-
schen und zirrhotischen Ratten nach intravendser Applikation von Palosuran (10 mg/kg

Korpergewicht) (n=7/Gruppe)
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Abb. 14: Portalvendser Blutfluss bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und
zirrhotischen Ratten nach intravendser Applikation von Palosuran (10 mg/kg Korperge-

wicht) (n=7/Gruppe)
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Abb. 15: Systemischer Gefallwiderstand bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhoti-
schen und zirrhotischen Ratten nach intravendser Applikation von Palosuran (10 mg/kg

Korpergewicht) (n=7/Gruppe)
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Abb. 16: Herzauswurfsleistung bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und
zirrhotischen Ratten nach intravendser Applikation von Palosuran (10 mg/kg Korperge-
wicht) (n=7/Gruppe)
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3.12 Hdmodynamische Versuche nach Behandlung mit Palosuran per os

Die orale Behandlung von zirrhotischen Ratten mit Palosuran fuhrte zu einem signifikan-
ten Abfall des Pfortaderdrucks (Abb. 17). Diese Beobachtung war auf einen Anstieg des

GefalRwiderstandes im Splanchnikusgebiet und einen Abfall d

ses zurtckzufihren (Abb. 19 und Abb. 20). Dagegen blieb der hepatische GefalRwider-

stand durch Palosuran unbeeinflusst (Abb. 18).
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Abb. 17: Pfortaderdruck bei Sham-operierten, unbehandelten

schen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage (n=9/Gruppe)

zirrhotischen und zirrhoti-
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Abb. 18: Hepatischer GefalRwiderstand bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhoti-
schen und zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3
Tage (n=9/Gruppe)
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Abb. 19: Splanchnischer Gefallwiderstand bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhoti-
schen und zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) uber 3
Tage (n=9/Gruppe)
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Abb. 20: Portalvendser Blutfluss bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und
zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage

(n=9/Gruppe)

Der mittlere arterielle Druck blieb bei gallengangsligierten Ratten nach oraler Gabe von
Palosuran unverandert erniedrigt (Abb. 21). Der systemische GefaRwiderstand war eben-
falls signifikant verringert gegentiber Sham-operierten Versuchstieren und zeigte keine
Veranderung durch eine Behandlung mit Palosuran (Abb. 22). Unbeeinflusst blieb auch
die Herzauswurfsleistung, die bei zirrhotischen Ratten deutlich erhéht war (Abb. 23).
Durch die orale Therapie mit Palosuran wurde das portosystemische Shuntvolumen bei

Leberzirrhose nicht signifikant reduziert (Abb. 24).
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Abb. 21: Mittlerer arterieller Druck bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen
und zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage

(n=9/Gruppe)
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Abb. 22: Systemischer Gefallwiderstand bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhoti-
schen und zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) uber 3
Tage (n=9/Gruppe)
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Abb. 23: Herzauswurfsleistung bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und

zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage
(n=9/Gruppe)
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Abb. 24: Portosystemisches Shuntvolumen bei Sham-operierten, unbehandelten zirrho-
tischen und zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) uber 3
Tage (n=9/Gruppe)



3.13 Die renale Funktion

Der renale arterielle Blutfluss war bei zirrhotischen Ratten im Vergleich zu Sham-
operierten Versuchstieren deutlich erhoht. Eine orale Behandlung mit Palosuran fuhrte
darUber hinaus zu einem weiteren signifikanten Anstieg der arteriellen Nierendurchblu-
tung (Abb. 25). Bei gallengangsligierten Ratten fanden sich gegenliber Sham-operierten
Versuchstieren signifikante Erniedrigungen der Kreatininclearance und der Natriumaus-
scheidung. Durch eine Therapie mit Palosuran stiegen sowohl die Kreatininclearance als
auch die Natriumausscheidung auf signifikant hdhere Werte an, sie blieben aber deutlich
niedriger als bei Sham-operierten Ratten (Abb. 26 und Abb. 27). Diese Effekte von Palo-

suran auf die Nierenfunktion wurden von einem Anstieg des Urinvolumens begleitet

(Abb. 28).
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Abb. 25: Renaler arterieller Blutfluss bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen

und zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage

(n=9/Gruppe)
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Abb. 26: Kreatininclearance bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und zir-
rhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage

(n=9/Gruppe)
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Abb. 27: Natriumausscheidung bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und
zirrhotischen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) Uber 3 Tage

(n=9/Gruppe)
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Abb. 28: Urinvolumen bei Sham-operierten, unbehandelten zirrhotischen und zirrhoti-

schen Ratten nach einer Therapie mit Palosuran (30 mg/kg/d) uber 3 Tage (n=9/Gruppe)
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4. Diskussion

Das vasoaktive Peptid Urotensin Il fuhrt je nach Gefallregion Uber Aktivierung des
Urotensin |lI-Rezeptors zu unterschiedlichen Effekten. (Gardiner et al., 2001, 2006). In
vorangegangenen Untersuchungen zeigte sich, dass Urotensin |l zur Vasodilatation der
Mesenterialgefalle und damit zur Entstehung des portalen Hypertonus bei Ratten mit
sekundarer biliarer Zirrhose nach Gallengangsligation beitragen konnte (Trebicka et al.,
2008). Mittels der durchgefuhrten Versuche konnte bewiesen werden, dass der Urotensin
Il Rezeptor-Antagonist Palosuran den Uberhdhten Pfortaderdruck bei zirrhotischen Rat-
ten durch eine Vasokonstriktion im Splanchnikusgebiet senkte (Abb. 17 und Abb. 19).
Dies war von einer Aktivierung der Rho-Kinase und einer Hemmung der NO/ cGMP-
abhangigen Proteinkinase G in den Mesenterialgefallen begleitet (Abb. 7 und Abb. 9).
Daneben verbesserte Palosuran die Nierenfunktion gallengangsligierter, zirrhotischer
Versuchstiere (Abb. 26 und Abb. 27), was entsprechend vorheriger Untersuchungen
(Clozel et al., 2006; Sidharta et al., 2006) zu erwarten war und weiter unten diskutiert

wird.

Bei Patienten mit Leberzirrhose korrelieren die Plasmakonzentrationen des vasoaktiven
Peptids Urotensin Il positiv mit dem Ausmal} der portalen Hypertension und renalen Dys-
funktion (Heller et al., 2002; Kemp et al., 2007). Durch die kontinuierliche Infusion von
Urotensin Il Uber 4 Wochen entwickelte sich bei gesunden Ratten ein dosisabhangiger
Anstieg des portalen Hypertonus sowie eine Leberfibrose (Kemp et al., 2009). Auch bei
zirrhotischen Ratten mit portalem Hypertonus nach Gallengangsligation wurden bei
fruheren Untersuchungen erhohte Urotensin lI-Plasmakonzentrationen festgestellt (Tre-
bicka et al., 2008). Als mogliche Ursache wurde eine vermehrte Expression von Uroten-
sin Il in den Endothelzellen der hepatischen Gefale, Kupfferzellen und portalen Venen
postuliert. (Leifeld et al., 2010; Trebicka et al., 2008). AuRerdem wurde eine hochregu-
lierte Expression des Urotensin II-Rezeptors im intrahepatischen Gefalibett und den por-
talen Venen beobachtet. (Trebicka et al., 2008). Vorbeschrieben war grundsatzlich eine
Kontraktion der vaskularen glatten Muskelzelle Uber die RhoA/ Rho-Kinase-Aktivierung
(Sauzeau et al., 2001; Watanabe et al., 2006). Bei Ratten mit CCl4-induzierter Leberzir-
rhose war durch eine vierwdchige Gabe von Palosuran ein signifikanter Abfall des porta-
len Hypertonus aufgefallen, was uUber den Ruckgang der hepatischen Fibrose und einer
verstarkten eNOS-abhangigen Gefalerweiterung der hepatischen Sternzellen erklart
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wurde (Zhang, 2019). Bei den aktuellen hamodynamischen Experimenten hatte die
Urotensin II-Rezeptorblockade durch Palosuran allerdings keinen Effekt auf den hepati-
schen GefalRwiderstand (Abb. 18).

Wie bereits erwahnt, fuhrt Urotensin Il bei zirrhotischen Ratten zu einer Vasodilatation im
Splanchnikusgebiet und folglich zu einem erhdhten portalvendsen Druck (Trebicka et al.,
2008). Entsprechend den Erwartungen kam es durch Palosuran als Urotensin Il-
Rezeptor-Antagonist zu einer Erhohung des splanchnischen Gefallwiderstandes und
damit zu einer Senkung des Pfortaderhochdrucks (Abb. 11, Abb. 13, Abb. 14 und Abb.
17). Die Beobachtung, dass die orale Applikation von Palosuran bei zirrhotischen Ver-
suchstieren keinen Effekt auf den mittleren arteriellen Blutdruck hatte, untermauert die
Regionen-spezifischen Eigenschaften von Urotensin Il (Abb. 21 und Abb. 22). Die Ver-
suchsergebnisse festigen damit nachhaltig die Ansicht, dass Urotensin Il und sein Re-
zeptor eine wichtige Rolle bei dem verminderten Tonus der Mesenterialgefal’e im Rah-
men einer Leberzirrhose mit portaler Hypertension spielen. Mit Palosuran als Urotensin
lI-Rezeptor-Antagonist steht damit eine Erfolg versprechende Behandlungsoption zur

Verfigung.

Die molekularen Wirkmechanismen der Urotensin Il-vermittelten Vasodilatation im
Splanchnikusgebiet wurden in vorangegangenen Experimenten untersucht (Trebicka et
al., 2008). Der GefalRtonus wird von vielen Faktoren beeinflusst und hangt insbesondere
vom Gleichgewicht zwischen den phosphorylierten und nicht-phosphorylierten leichten
Myosinketten ab. Die Signalwege Uber RhoA/ Rho-Kinase und eNOS/ NO/ Proteinkinase
G sind wichtige Regulatoren dieses Gleichgewichtes (Hennenberg et al., 2006; Vallance
und Moncada, 1991; Wiest et al., 1999). Bei Leberzirrhose ist dieses Gleichgewicht in
extrahepatischen Gefalden zugunsten der Vasodilatation verschoben, da zum einen die
Signaltransduktion Gber RhoA/ Rho-Kinase gestort ist (Hennenberg et al., 2006) und zum
anderen die Aktivitat von eNOS/ NO/ Proteinkinase G verstarkt wird (Vallance und Mon-
cada, 1991; Wiest et al., 1999). Es zeigte sich in vorangegangenen Experimenten, dass
Urotensin Il RhoA und seinen Effektor Rho-Kinase aktivierte, was zur Kontraktion von
glatten Gefalhmuskelzellen flhrt (Sauzeau et al., 2001). Umgekehrt konnte Urotensin I
auch eNOS aktivieren und damit zur NO-abhangigen Vasodilatation fihren (Bottrill et al.,
2000). Die zusatzliche Gabe von Urotensin Il hatte in friheren Tierversuchen bei Ratten
mit sekundar bilidrer Zirrhose keine Vasokonstriktion zur Folge. (Trebicka et al., 2008).

Dabei war die Aktivitat der Rho-Kinase trotzt erhdhter Urotensin [I-Spiegel nur gering,
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was zu der vorbeschriebenen vaskularen Hypokontraktilitdt im mesenterialen Gefalbett

durch einen Defekt im RhoA/ Rho-Kinase-Signalweg passt (Hennenberg et al., 2006).

Der Urotensin |lI-Rezeptorantagonist Palosuran fuhrt bei gallengangsligierten Ratten mit
sekundar bilidrer Zirrhose zu einer splanchnischen Vasokonstriktion (Abb. 13 und Abb.
19). Da die mesenteriale NO-Produktion abnimmt (Abb. 10) mit daraus resultierender
Hemmung der Proteinkinase G (Abb. 9), was Uber den Phosphorylierungsgrad des va-
sodilator-stimulated phosphoprotein (VASP) gemessen wurde, ist davon auszugehen,
dass erhohte Plasmaspiegel von Urotensin |l zumindest teilweise zu einer erhdhten
mesenterialen NO-Produktion fuhren. Interessanterweise fuhrte die Gabe von Palosuran
zu einer gesteigerten Expression sowohl von RhoA und Rho-Kinase als auch eNOS
(Abb. 2, Abb. 3 und Abb. 4), was nicht sicher erklart werden kann. Aktuelle ex-vivo-
Experimente mit neuen Urotensin II-Antagonisten zeigten teilweise eine nicht-kompetitive
Modulation, sodass eine laterale Allosterie eines multimeren G-Protein-gekoppelten Re-
zeptormodells diskutiert wird (Merlino et al., 2024). Die Expression und Aktivitat der Rho-
Kinase wurde durch die spezifische Blockade des Urotensin II-Rezeptors durch den nicht
peptischen Antagonisten Palosuran erhoéht (Abb. 6 und Abb. 7).

Eine erhdhte Aktivitat der Rho-Kinase kénnte wie vorbeschrieben die eNOS-Aktivitat und
die daraus resultierende NO-Produktion hemmen (Laufs et al., 1998; Rikitake und Liao,
2005). Erstaunlicherweise fuhrt der Urotensin IlI-Rezeptorantagonist Palosuran zu einem
Anstieg der Rho-Kinase-Aktivitat (Abb. 7). Dartber kdnnte die erniedrige eNOS-Aktivitat
und die Vasokonstriktion erklart werden. Neben dem Ausmal’ der Expression sind au-
Rerdem Modifikationen nach der Translation wesentliche Regulationsmechanismen fur
die eNOS-Aktivitat (Fleming und Busse, 2003; Fulton et al., 2001; Mookerjee et al.,
2007). So ist die intrahepatische eNOS-Aktivitat trotz unveranderter Expression verrin-
gert (Mookerjee et al., 2007). Die durch Palosuran induzierte Vasokonstriktion konnte
durch die erhohte Scherspannung in den Mesenterialgefallen zu einer vermehrten Ex-
pression der eNOS fuhren (Fleming und Busse, 2003; Pateron et al., 2000); die eNOS-

Aktivitat ist wie bereits ausgefuhrt trotzdem abgeschwacht.

Es wurde bereits gezeigt, dass Urotensin Il in Ratten die glomerulare Filtrationsrate, die
Urinmenge sowie die Natriumausscheidung reduziert (Song et al., 2006). Die pharmako-
logische Hemmung oder genetische Ablation des Urotensin |I-Rezeptors linderte Nie-
renerkrankungen bei Nagetieren (Michael et al., 2024). Der Urotensin II-

Rezeptorantagonist Palosuran fuhrte bei an Diabetes erkrankten Ratten zu einer Steige-
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rung der glomerularen Filtrationsrate und zu einer Abnahme der Albuminurie (Clozel et
al., 2006; Sidharta et al., 2006). Der genaue Wirkmechanismus ist bisher unklar. Im Hin-
blick auf den nephroprotektiven Effekt von Palosuran bei Ratten, die mit Cyclosporin A
behandelt wurden, wurde ein mdglicherweise unabhangiger Effekt von seinem Urotensin
[I-Rezeptor-Antagonismus diskutiert (Olukman et al., 2019). Die Erhéhung von Urotensin
Il korreliert bei Patienten mit Leberzirrhose und Aszites mit einer Verschlechterung der
Nierenfunktion (Heller et al., 2002; Kemp et al., 2007). Wie zu erwarten, fihrte Palosuran
zu einer Steigerung der Nierendurchblutung, der glomerularen Filtrationsrate, der Natri-
umausscheidung und der Urinmenge (Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27. und Abb. 28). Die Ver-
besserung der Nierenfunktion bei gallengangsligierten Ratten mit sekundar biliarer Le-
berzirrhose kdnnte eine direkte Wirkung der Blockade des Urotensin |I-Rezeptors in den
Tubuli und Glomeruli sein. Andererseits kdnnte auch ein indirekter Effekt durch die Ab-
senkung des portalen Hypertonus mit Nierenfunktionsverbesserung vorliegen. Hier wur-
de in der Vergangenheit bereits gezeigt, dass ein Abfall des Pfortaderhochdrucks zu ei-

ner Verbesserung der Nierenfunktion fuhrte (Lang et al., 1991).
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5. Zusammenfassung

Die fuhrende Rolle in der Entstehung des portalen Hypertonus bei Leberzirrhose nimmt
die splanchnische Vasodilatation ein. Trotz der kompensatorischen Aktivierung vasoakiti-
ver Systeme wie zum Beispiel des Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems kommt es
aufgrund einer vaskularen Hypokontraktilitat nicht zu einer mesenterialen Vasokonstrikti-

on.

Als moglicher Vermittler der splanchnischen Vasodilatation mit Entwicklung und Auf-
rechterhaltung des portalen Hypertonus wurde Urotensin Il identifiziert, da sich bei Pati-
enten mit Leberzirrhose erhdhte Plasmaspiegel fanden, die mit einem Pfortaderhoch-
druck korrelierten sowie mit einer Verschlechterung der Nierenfunktion. Da die intraveno-
se Applikation des Urotensin II-Rezeptorantagonisten Palosuran zu einem effektiven Ab-
fall des portalen Hypertonus fuhrte bei gleichzeitig nur kurzfristiger Absenkung des mittle-
ren arteriellen Blutdrucks, stande damit ein potentiell neues Medikament in der Notfall-

therapie der akuten Varizenblutung zur Verfugung.

Auch nach der oralen Behandlung mit Palosuran zur spezifischen Blockade des Uroten-
sin lI-Rezeptors lasst sich im Vergleich zu unbehandelten gallengangsligierten Ratten mit
sekundar biliarer Zirrhose ein signifikanter Abfall des portalen Hypertonus Uber die
splanchnische Vasodilatation feststellen. Es darf daher vermutet werden, dass hiermit
eine neue Medikamentenklasse zur Therapie des Pfortaderhochdrucks und seiner Kom-

plikationen (Osophagusvarizen und Aszites) zur Verfligung steht.

Als Begleiteffekt kam es unter der Behandlung mit Palosuran wie vermutet zu einer Ver-
besserung der Nierenfunktion bei gallengangsligierten Ratten mit sekundar biliarer Zir-
rhose. Es stellte sich eine Erhdhung der glomerularen Filtrationsrate und eine Zunahme

der Natriumausscheidung ein.

Zusammenfassend sollte Palosuran als Urotensin II-Rezeptorantagonist an Patienten mit
Leberzirrhose erprobt werden, um den portalen Hypertonus abzusenken und damit Kom-

plikationen wie Osophagusvarizen und Aszites zu behandeln.
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