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1 Einleitung

1.1 Atiologie der Leberzirrhose

Erkrankungen der Leber sind hédufig und weltweit verbreitet. Deswegen kommt ihnen eine
groe medizinische Bedeutung zu. Viele dieser Lebererkrankungen fiihren in
fortgeschrittenem Stadium zu einer Leberzirrhose. Die verschiedenen Hauptursachen fiir
eine Leberzirrhose variieren je nach Region und Bevolkerungsgruppe.

Alkoholabusus ist eine der Hauptursachen einer Leberzirrhose weltweit und spielt vor
allem in den Industrienationen (Europa und USA) eine fithrende Rolle. Weltweit sind ca.
38% - 50% der Todesfille durch Leberzirrthose auf eine Alkohol induzierten
Leberzirrhosen zuriickzufithren (Mandayam et al., 2004).

An zweiter Stelle stehen Virushepatitiden (B, C), die in den Industrienationen in ungefdhr
40% - 50% der Fille Ursache einer entstehenden Leberzirrhose sind. In Afrika und Asien
liegen die chronischen Virushepatitiden mit ungefihr 60% - 80% an erster Stelle der
Lebererkrankungen, die eine Leberzirrhose zur Folge haben konnen (Perz et al., 2006).
Die chronische Schidigung der Leber kann jedoch auch in vielen anderen Erkrankungen
der Leber begriindet sein. Zunehmende Bedeutung spielt die nicht alkoholische bedingte
Fettleberhepatitis (NASH), die weltweit immer hidufiger auftritt und neben der
alkoholischen Fettleberhepatitis (ASH) vor allem in den westlichen Industrienationen von
zunechmender Bedeutung ist. Die Privalenz der Fettleberhepatitis in der
Gesamtpopulation betrédgt in Europa ungefihr 3% - 16% und in den USA 6% - 15% mit
steigender Tendenz. Die Pridvalenz der nicht alkoholischen Fettleber, die der
Fettleberhepatitis voraus gehen kann, liegt deutlich hoher bei bis zu 40% (Bellentani et al.,
2010, Ratziu et al., 2010).

Andere Ursachen einer Leberzirrhose konnen Autoimmunerkrankungen (z. B.
Autoimmunhepatitis), bilidre Erkrankungen (z. B. primire sklerosierende Cholangitis)
oder hereditidr-metabolische Lebererkrankungen (z. B. Himochromatose, M. Wilson) sein.
Auch kardiovaskuldre Ursachen wie das Budd-Chiari-Syndrom oder eine chronische
Rechtsherzinsuffizienz konnen Ursachen fiir einen Leberzirrhose sein. Aulerdem kénnen
auch maligne Erkrankungen, welche zu Tumor- oder Metastasenbildung in der Leber
fiihren, im Verlauf der Erkrankung ebenfalls eine Zirrhose verursachen (Bahr und Manns,

1999).



1.2 Komplikationen der Leberzirrhose

Im Rahmen der Leberzirrhose konnen zahlreiche Komplikationen mit zum Teil sehr
schwerwiegenden Auswirkungen auftreten. Diese Komplikationen beeinflussen sich
hiufig gegenseitig, verstirken sich auf Grund von Wechselwirkungen und ziehen weitere

Komplikationen nach sich (siehe Abb. 1).
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Abb. 1: Komplikationen bei Leberzirrhose. (modifiziert nach J. Hirtl, Dissertation: Aktivierung der
Kupfferzellen in der Leber durch H,O,: Ein wichtiger Mechanismus der portalen Hypertension,

2010)

Die Leberdysfunktion fiihrt unter anderem zu einer verminderten Syntheseleistung von
Vitamin K-abhédngigen Gerinnungsfaktoren, welche sich in einem Abfall des Quickwertes
mit gesteigerter Blutungsneigung wiederspiegelt. Andere Indikatoren einer verminderten
Syntheseleistung der Leber sind ein erniedrigtes Gesamteiweill und ein verminderter
Albuminspiegel im Serum. Die eingeschrinkte Entgiftungsfunktion der Leber zeigt sich in
einem Anstieg des Bilirubinwertes, der sich klinisch durch einen Ikterus prisentiert.
AuBlerdem kann die verminderte Entgiftungsfunktion der Leber zu einer
Ammoniakretention fithren. Ein hoher Ammoniakspiegel ist der Ausloser der hepatischen

Enzephalopathie. Es konnen auch metabolische Storungen (Elektrolytentgleisungen,
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Diabetes mellitus, Malnutrition) auftreten und andere Organe konnen geschidigt werden,
wie beim hepatorenalen oder hepatopulmonalen Syndrom. AuBBerdem treten bei Patienten
mit Leberzirrhose vermehrt Infektionen auf und als Spitfolge der Zirrhose kann ein
hepatozelluldres Karzinom auftreten (Schuppan und Afdhal, 2008).

Entscheidenden Einfluss auf die Prognose der Leberzirrhose hat die portale Hypertonie.
Zum einen kommt es durch portale Hypertonie zu Aszitesbildung, welche oft mit einer
spontan bakteriellen Peritonitis (SBP) vergesellschaftet ist (Caly und Strauss, 1993). Zum
anderen bilden sich zudem durch eine Erhohung des intrahepatischen Widerstandes
Kollateralgefde zur Umgehung der Leber aus. Im Verlauf kann daraus die Gefahr der
oberen gastrointestinalen Blutung aus Osophagus- oder Magenfundusvarizen entstehen.
Diese schwerwiegende Blutungskomplikation ist eine h#ufige und lebensbedrohliche
Folge der Leberzirrhose (de Franchis und Dell'Era, 2008). Ungefihr 80% der Patienten
mit Leberzirrhose entwickeln im Verlauf der Erkrankung Osophagus- oder Fundusvarizen
(de Franchis und Primignani, 2001), da die Leberzirrhose fast immer mit einer portalen
Hypertonie einhergeht. Bei Erstblutung aus Osophagus-/ Fundusvarizen zeigt sich eine
vom Stadium der Leberzirrhose abhingige Letalitit zwischen 10% und 50% (de Franchis
und Primignani, 2001). Trotz groBer Fortschritte in der Therapie, liegt die Mortalitét bis
zu 6 Wochen nach einer Blutung immer noch bei 20% (D'Amico und De Franchis, 2003).
Erfolgt im Verlauf keine Rezidivprophylaxe, so erleiden bis zu 60% der Patienten
innerhalb von 1-2 Jahren Rezidivblutungen, wobei dann die Letalititsrate bei 33% liegt
(Villanueva und Balanzo, 2008). In 35%-66% der Fille ist ein erstes oder wiederholtes
Blutungsereignis mit einer bakteriellen Infektion, am héufigsten mit einer spontan
bakteriellen Peritonitis assoziiert (Bernard et al., 1995). Zusitzlich korreliert die
Entwicklung einer SBP mit dem Versagen eine Blutung unter Kontrolle zu bringen und
mit einer hoheren Mortalitdt nach einer Blutung (Goulis et al., 1998). Eine Varizenblutung
ist die Haupttodesursache bei Patienten mit Leberzirrhose (D'Amico und De Franchis,
2003, Carbonell et al., 2004), deswegen ist die Pravention dieser Komplikation besonders

wichtig.

1.3 Definition und Pathogenese der portalen Hypertonie

Die portale Hypertonie wird definiert als ein pathologischer Anstieg des portalvendsen
Druckes. Der Druckanstieg hat zur Folge, dass der Druckgradienten zwischen der
Portalvene und der Vena cava inferior (der sogenannte Pfortaderdruckgradient) iiber die
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Norm (1-5 mmHg) ansteigt (Bosch et al., 2009). Der Druckgradient wird als HVPG
(hepatic venous pressure gradient) gemessen. Dazu wird als Marker des sinusoidalen
Druckes der Verschlussdruck (Wedge-Druck) der Vena hepatica (wedged hepatic vein
pressure, WHVP) und zusitzlich der Druck der nicht verschlossenen Vena hepatica (free
hepatic vein pressure, FHVP) gemessen. Um den intraabdominellen Druck mit zu
beriicksichtigen und damit den Portalvenendruck korrekt zu bestimmen, erfolgt die
Berechnung des HVPG nach folgender Formel (Sanyal et al., 2008):

HVPG = WHVP - FHVP.
Das klinische Syndrom der portalen Hypertension wird dabei definiert durch einen
Druckgradienten der Portalvene, welcher 5 mmHg iibersteigt (Sanyal et al., 2008).
Klinische Untersuchungen der Himodynamik haben gezeigt, dass sich Osophagusvarizen
und Aszites ausbilden konnen, wenn der HVPG auf iiber 10 mmHg ansteigt (Ripoll et al.,
2007). Ein Blutungsrisiko dieser Varizen besteht, wenn der HVPG den Wert von 12
mmHg iiberschreitet (Tiani et al., 2008). Das Blutungsrisiko lésst sich signifikant senken,
wenn es therapeutisch gelingt, den HVPG auf < 12 mmHg zu senken (D'Amico et al.,
2006). Hiufigste Ursache fiir eine Portaldruckerh6hung ist ein im Rahmen einer
Leberzirrhose erhohter intrahepatischer Stromungswiderstand. Nach dem Ohm schen
Gesetz ergibt sich folgender Zusammenhang:

P (Druck) = Q (Blutfluss) x R (GefidBwiderstand)
Bei der Leberzirrhose wird dieser intrahepatische GefdBwiderstand vor allem durch zwei
Komponenten, eine statische und eine dynamische, beeiflusst (Sanyal et al., 2008):
L mechanische Obstruktion des Flusses durch den fibrotischen Umbau der

Leberarchitektur und
II. aktive Kontraktion von glatter Gefalmuskulatur und aktivierten

hepatischen Sternzellen.
Zusitzlich kommt es durch den erhohten Pfortaderdruck zu der Entstehung von
Kollateralkreislaufen und einer begleitenden splanchnischen und systemischen
Vasodilatation. Diese wird durch eine vermehrte Ausschiittung von endogenen
Vasodilatatoren und ein erniedrigtes Ansprechen auf Vasokonstriktoren hervor gerufen. In
der Folge kommt es dadurch zu einem vermehrten portalvendsen Zufluss und zu einer
weiteren Verstirkung des Anstiegs des Pfortaderdruckes (Bosch, 2007, Bosch et al.,
2003).



1.4 Regulation der intrahepatischen Mikrozirkulation

Eine wichtige Komponente der portalen Hypertonie bei Leberzirrhose ist die Erhthung
des intrahepatischen GefdBwiderstandes (Bosch und Garcia-Pagan, 2000). Das aus den
unpaarigen Bauchorganen in der Portalvene gesammelte Blut passiert die Leber durch die
sinusoidale Strombahn. In der sinusoidalen Strombahn sind unterschiedliche Zellarten
gelegen. Sie ist sowohl aus parenchymalen, als auch nichtparenchymalen Leberzellen
aufgebaut. Das Grundgeriist bilden dabei die Parenchymzellen der Leber, die
Hepatozyten. In den Sinusoiden befinden sich nichtparenchymale Zellen. Dazu zéhlen
Sinusendothelzellen, hepatische Sternzellen und Kupfferzellen. Diese Zellen haben keine
direkte Verbindung mit dem Leberparenchym. Sie sind von den Hepatozyten durch den

sogenannten Disse-Raum getrennt (siche Abb. 2).
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Abb. 2: Zellulirer Aufbau des Leberparenchyms. Schematische Darstellung eines
Lebersinusoid mit den nichtparenchymalen Zellen (Sinusendothelzellen, hepatische
Sternzellen, Kupfferzellen). Zusitzlich sind auch der Disse Raum und die Hepatozyten
(parenchymale Zellen) mit abgebildet. (modifiziert nach J. Hértl, Dissertation: Aktivierung
der Kupfferzellen in der Leber durch H,O,: Ein wichtiger Mechanismus der portalen

Hypertension, 2010)



Fir eine intakte hepatische Mikrozirkulation ist eine feinabgestimmte Interaktion und
Zusammenarbeit aller nichtparenchymalen Zellen notwendig (Vollmar und Menger,
2009).

In der zirrhotischen Leber kommt es zu einem Anstieg von Vasokonstriktoren, wie
Thromboxan A, (Graupera et al., 2003, Steib et al., 2007, Yokoyama et al., 2003, Xu et
al., 2005) und Cysteinyl-Leukotrienen (Graupera et al., 2002, Titos et al., 2000), bei einer
gleichzeitigen Abnahme von Vasodilatatoren (Hendrickson et al., 2003, Perri et al., 2006)
wie Stickstoffmonoxid (NO) und Kohlenmonoxid (CO). Dieses Ungleichgewicht scheint
in der zirrhotischen Leber die entscheidende Rolle beziiglich portaler Druckanstiege zu
spielen (Bosch, 2007).

Diese ausgeschiitteten vasoaktiven Substanzen wirken auf die hepatischen Sternzellen, die
auf Grund ihrer Myosinfilamente die Fahigkeit zur aktiven Kontraktion haben. Bei dieser
Kontraktion verformen sich die hepatischen Sternzellen. Dies fiihrt zu einer Vorwolbung
von Sinusendothelzellen in den sinusoidalen Raum. Die Folge ist eine Verringerung des
sinusoidalen Durchmessers. Damit kommt es zu einem Anstieg des Gefalwiderstandes der
Sinusoide und damit zu einer Druckerhohung in den zufiihrenden GefidBlen (Reynaert et
al., 2002).

Die Kontraktion der Myosinfilamente in den hepatischen Sternzellen wird durch einen
Ca™ abhingigen und einen unabhingigen Mechanismus reguliert. Bei dem Ca’*
abhingigen Mechanismus bindet intrazellulires Ca®* an Calmodulin. Dieser Komplex
bindet dann an das Enzym Myosinleichtkettenkinase, dieses wird aktiviert und
phosphoryliert Myosinleichtketten. Durch die Phosphorylierung von Myosinleichtketten
kommt es zur Kontraktion. Der zweite Mechanismus ist Ca®* unabhingig. Die Rho-
Kinase, eine kleine GTPase, reguliert die Phosphorylierung von Myosinleichtketten durch
Hemmung der Myosinphosphatase und durch direkte Phosphorylierung der
Myosinleichtketten (Reynaert et al., 2008). Sowohl der Ca®* abhingige als auch der
unabhingige Mechanismus spielen bei der Kontraktion der hepatischen Sternzellen eine
groBe Rolle. Allerdings konnte gezeigt werden, dass der Ca®* unabhingige Mechanismus
bei aktivierten hepatischen Sternzellen und in zirrhotischen Lebern dominiert (Laleman et
al., 2007).

All diese komplexen Mechanismen spielen eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
der portalen Hypertonie und somit auch bei der Entwicklung von Osophagus- und

Magenfundusvarizen.



1.5 Aktuelle Konzepte zu Privention und Therapie der Varizenblutung bei
Leberzirrhose

Unter den zahlreichen Komplikationen, die im Rahmen einer Leberzirrhose auftreten,
gehort die Blutung aus Osophagus- oder Magenfundusvarizen zu den schwerwiegendsten.
Die hohe Letalititsrate bei Erstblutung und das ausgeprdgte Rezidivrisiko bei
unbehandelten Patienten erfordern dringend eine priventive Therapie. Man unterscheidet
zwischen einer Primirprophylaxe bei Patienten mit Leberzirrhose und Osophagus- oder
Magenfundusvarizen zur Verhinderung eines ersten Blutungsereignisses und einer
Sekundirprophylaxe bei Patienten nach voran gegangener Blutung zur Verhinderung einer
Reizidivblutung.

Die Osophagogastroduodenoskopie (OGD) spielt zur Ermittlung des Risikos einer
Varizenblutung eine entscheidende Rolle und sollte bei jeder Erstdiagnose einer
Leberzirrhose veranlasst werden. In die Einschitzung des Risikos fiir eine
Osophagusvarizenblutung gehen die Faktoren HVPG (>12 mmHg), Varizendurchmesser,
endoskopisch sichtbare ,red colour signs“, welche ein Zeichen fiir Diinnstellen der
Varizenwand mit hohem Rupturrisiko darstellen, und Ausmal} des Leberausfalls (Child-
Pugh-Klassifikation) ein (Sanyal et al., 2008).

Zur Privention oberer GI-Blutungen im Rahmen einer Leberzirrhose werden mehrere
Konzepte unterschieden. Das therapeutische Vorgehen ergibt sich, wie in Abb. 3
dargestellt, aus dem Befund der OGD.

Liegen keine Varizen vor, wird empfohlen die OGD in Abhingigkeit von der
Krankheitsprogression und den Zeichen der portalen Hypertension nach 1 — 3 Jahren zu
wiederholen. Bei kleinen Varizen mit < 5 mm Durchmesser und einer Zirrhose im Child-
Pugh-Stadium A — B ohne ,red colour signs* ist das Blutungsrisiko gering. Um eine
Progression der Varizen zu verhindern werden jedoch B-Rezeptorantagonisten empfohlen.
Bei Patienten mit kleinen Varizen und ,,red colour signs und/oder einer fortgeschrittenen
Leberzirrhose im Stadium Child-Pugh C ist das Risiko einer Varizenblutung hoher. Es
sollte einen Primédrprophylaxe mit einem nicht kardioselektiven B-Blocker erfolgen. Bei
Varizen mit einem Durchmesser > 5 mm betrdgt das jidhrliche Blutungsrisiko 15%. Es
sollte eine Primdrprophylaxe mit einem B-Blocker oder eine Varizenligatur durchgefiihrt

werden (Wittenburg et al., 2011).



Leberzirrhose

'

Screening-Gastroskopie

|
v v v

Keine Kleine MittelgroBe bis grof3e
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Keine ChildA-B Child C oder
Primarprophylaxe keine ,red signs” Jred signs”
Kontrollgastroskopie [-Rezeptor- [-Rezeptor- [-Rezeptorantagonist
nach 1 bis3 Jahren antagonist* antagonist oder Ligatur
Abb. 3: Diagnostische und therapeutische Strategien zur Primirprophylaxe einer

Osophagusvarizenblutung. Zum Stellenwert der B-Rezeptorantagonisten im
Vergleich zur Ligatur siehe Text. * Zur Privention der Progression der Varizen.

(Originalabbildung aus Wittenburg et al., 2011)

Welcher der beiden therapeutischen Strategien favorisiert werden sollte, wird weiterhin
kontrovers diskutiert. Nicht kardioselektive B-Blocker verursachen eine Vasokonstriktion
der Arteriolen im mesenterialen GefdBsystem und vermindern so den Anstieg des
Portaldruckes durch geringeren Blutfluss (Sanyal et al., 2008, Bosch und Abraldes, 2005,
Kroeger und Groszmann, 1985). Dariiber hinaus senken sie iiber eine Reduktion der
Herzfrequenz und der damit verbundenen Beeinflussung des Herzminutenvolumens
zusitzlich den Zufluss von Blut ins Portalsystem. Auf diese Weise kann das Risiko einer
Blutung von 25% auf 15% gesenkt werden (D'Amico et al., 1999). Die Metaanalyse von
Studien, welche die endoskopische Varizenligatur als Primidrprophylaxe der
Osophagusvarizenblutung untersuchten, zeigte, dass die endoskopische Varizenligatur das
Blutungsrisiko von 23% auf 14% senkte (Khuroo et al., 2005). Beziiglich des Uberlebens
erbrachten beide Therapieformen gleiche Ergebnisse, womit die Methoden vergleichbar
sind. Die Gabe von Beta-Blockern stellt somit als weniger invasive Malnahme die
Methode der Wahl zur Ersttherapie dar, sofern keine Kontraindikationen wie chronische

Herzinsuffizienz oder COPD vorliegen (Sanyal et al., 2008). Ein zusétzlicher Nutzen aus
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einer Kombination beider Methoden kann im Rahmen der Primérprophylaxe derzeitig
nicht eindeutig belegt werden und wird nicht empfohlen, da die Nebenwirkungen
zunehmen (Sarin et al., 2005, Garcia-Pagan et al., 2008).

Die Gabe nicht-selektiver Beta-Blocker zur Verhinderung der Ausbildung von Varizen bei
Patienten mit Leberzirrhose zeigte bisher keinen Erfolg und ist nicht indiziert (Groszmann
et al., 2005, Tiani et al., 2008). Daher bieten sich zur Verhinderung der Ausbildung von
Varizen vor allem Maflnahmen an, die Einfluss auf das Fortschreiten der Zirrhose
nehmen, wie zum Beispiel Abstinenz bei alkoholinduzierter Zirrhose, antivirale Therapie
bei viraler Zirrhose oder Anderung der Lebensgewohnheiten mit Gewichtsreduktion bei
NASH, womit eine Progression der Erkrankung gemindert werden kann (Tiani et al.,

2008).

Dokt

Komme!

Abb. 4 Osophagusvarizen (a) und Gummibandligatur einer Varize (b). Abbildung aus der
Medizinischen Klinik II, Klinikum Grofhadern, LMU Miinchen.

Bei der Behandlung der akuten Blutung wird heute bevorzugt auf eine Kombination aus
endoskopischer und pharmakologischer Therapie zuriickgegriffen. Meist wird dafiir die
endoskopische Varizenligatur mit der Gabe von den vasoaktiven Substanzen Terlipressin
oder Somatostatin kombiniert (de Franchis, 2010). Eine medikamentdse Therapie mit
vasoaktiven Substanzen kann die Blutung bei etwa 80% der Patienten zum Stillstand
bringen. Bei fehlenden Kontraindikationen und hohem Verdacht auf eine Varizenblutung
sollte bereits vor der Endoskopie eine Therapie mit einer der oben genannten vasoaktiven

Substanzen begonnen werden.



MaBnahmen der Blutstillung werden bereits in der Akuttherapie durch eine frithe
Rezidivblutungsprophylaxe erginzt. Bei einer akuten Varizenblutung wird zur Prophylaxe
der frithen Rezidivblutung so zeitnah wie mdéglich mit einer antibiotischen Therapie mit
Chinolonen oder Cephalosporinen der dritten Generation begonnen. Auf diese Weise
werden die in Zusammenhang mit einer Blutung héufig vorliegenden bakteriellen
Infektionen als mogliche Ausloser frither Rezidive behandelt. Damit kann die
Uberlebenswahrscheinlichkeit der akuten Blutungsepisode verbessert werden (Bernard et
al., 1999, Hou et al., 2004). Ebenfalls zur friihen Rezidivprophylaxe erfolgt eine weitere
Gabe von Terlipressin oder Somatostatin fiir 2 — 5 Tage (Abraldes und Bosch, 2007).
Nach neueren Studien zeichnen sich bessere Ergebnisse mit Terlipressin, dem
synthetischen Analogon von Vasopressin, zur Prophylaxe einer frithen Rezidivblutung ab.
AuBerdem scheint Terlipressin bislang die einzige vasoaktive Substanz zu sein, die in der
Lage ist die Mortalitiit der akuten Varizenblutung zu senken (Garcia-Pagan et al., 2012,
Ioannou et al., 2003). Die Erfolgsrate eine erste Blutung kontrollieren zu konnen, wurde
bei Patienten, die mit Terlipressin behandelt wurden, mit 81% beschrieben. Die Rate eine
friihe Rezidivblutung zu erleiden liegt bei der Behandlung mit Terlipressin bei 14%
(Escorsell et al., 2000).

Bleiben Patienten nach einer ersten Varizenblutung unbehandelt, so erleiden 63% von
ihnen binnen ein bis zwei Jahren eine Rezidivblutung, bei der die Mortalitit bei 27% liegt
(D'Amico und Luca, 1997). Dies verdeutlicht, dass eine Rezidivblutungsprophylaxe
(Sekundirprophylaxe) dringend erforderlich ist.

Zusitzlich  zur Pravention der frilhen Rezidivblutung sind im Rahmen der
Rezidivblutungsprophylaxe weitere, langfristig wirksame MaBnahmen zu ergreifen. Die
endoskopische Varizenligatur reduziert das relative Risiko einer Rezidivblutung um 37%
(Laine und Cook, 1995), nicht-selektive B-Blocker mindern das Blutungsrisiko um 33%
(D'Amico et al., 1999). Beziiglich des Langzeitiiberlebens ergaben sich bisher keine
signifikanten Unterschiede der Therapiearten. Die Kombination aus endoskopischer
Varizenligatur und B-Blockern scheint in der Rezidivprophylaxe der alleinigen
endoskopischen Ligatur iiberlegen (Lo et al., 2000, Sanyal et al., 2008).

Bei Versagen der aufgefiihrten Therapieformen besteht die Moglichkeit der Anlage eines
transjugulédren intrahepatischen portosystemischen Shunts (TIPS). Die Anlage eines TIPS
sollte generell nicht als Ersttherapie zur Verhinderung von Blutungsrezidiven angewandt
werden, da sie der medikamentésen und endoskopischen Therapie in der Prophylaxe nicht

iberlegen ist, jedoch ein hoheres Risiko fiir eine hepatische Enzephalopathie birgt
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(Escorsell et al., 2002). Allerdings kann eine frithe TIPS Anlage innerhalb von 72 Stunden
(idealerweise < 24 Stunden) nach initialer endoskopischer und pharmakologischer
Therapie bei Patienten mit hohem Risiko fiir ein Therapieversagen (z.B. Child-Pugh-
Stadium C) in Betracht gezogen werden (de Franchis, 2010). Im Fall einer nicht
beherrschbaren akuten Varizenblutung kann durch TIPS-Anlage in iiber 90% der Fille
eine Himostase erreicht werden (Sanyal et al., 2008). Eine weitere Senkung der
Rezidivblutungsrate kann mit TIPS-Anlage allerdings nicht erzielt werden (Gulberg et al.,
2002).

Trotz Reduktion des Auftretens erneuter Blutungsepisoden durch die geschilderten
Methoden bleibt die Haufigkeit der Rezidivblutungen mit 30% bis 50% innerhalb von
zwei Jahren relativ hoch (Groszmann und Garcia-Tsao, 2002). Es ist daher von grof3er
Bedeutung, neue Therapieansitze zu entwickeln. Voraussetzung dafiir ist die Gewinnung
umfassenderer Kenntnisse der Mechanismen der Pathogenese der portalen Hypertonie, um
zur Prophylaxe einer Blutung aus Osophagus- oder Fundusvarizen eine Senkung des
Portaldruckes sowie eine Vermeidung von plotzlich auftretenden Druckspitzen in

Portalvene und Umgehungskreisldufen der Leber erzielen zu konnen.

1.6 Spontan bakterielle Peritonitis durch bakterielle Translokation

Eine Infektion bei Patienten mit Leberzirrhose erhoht die Mortalitit um das bis zum
Vierfache (Arvaniti et al., 2010). Die hiufigste Infektion bei Vorliegen von Aszites und
Leberzirrhose ist eine spontan bakterielle Peritonitis (SBP). Die SBP ist definiert als eine
bakterielle Infektion der Peritonealhthle ohne Hinweis auf eine andere intraabdomielle
Infektion. Die Diagnosestellung erfolgt mittels einer diagnostischen Aszitespunktion beim
Nachweis von mehr als 250 neutrophilen Granulozyten pro mm’ Aszites. Die Klinik von
Patienten mit SBP ist hdufig relativ symptomarm. Eine SBP sollte aber immer vermutet
werden, wenn es zu einer Verschlechterung der Leberfunktion, z. B. eines Anstiegs des
Bilirubins oder einer hepatischen Enzephalopathie bei Patienten mit Leberzirrhose und
Aszites kommt. Wegen der schweren assoziierten Komplikationen ist eine friihe
Diagnosestellung, Therapie und die Durchfithrung einer antibiotischen Primér- bzw.
Sekundérprophylaxe besonders wichtig (Wasmuth und Trautwein, 2010).

Ein wesentliches pathogenetisches Konzept fiir die Entwicklung einer SBP basiert auf
dem Nachweis einer vermehrten Translokation von Bakterien und bakteriellen
Bestandteilen aus dem Darm bei Patienten mit Leberzirrhose und Aszites. Bei Gesunden
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leben intestinale Bakterien als Kommensalen im Gastrointestinaltrakt ihres Wirtes und
spielen eine wichtige Rolle fiir das Immunsystem und die Erndhrung (Wiest und Garcia-
Tsao, 2005). Bakterielle Translokation ist als Migration von Bakterien oder bakteriellen
Produkten von dem intestinalen Lumen durch die gastrointestinale Schleimhaut in
mesenteriale Lymphknoten oder andere extraintestinale Organe definiert (Berg and
Garlington, 1979). Bakterielle Translokation verkorpert eine Storung des Gleichgewichts
zwischen Wirt und Kommensale, die eine inflammatorische Antwort und letztendlich eine
Infektion zur Folge hat (Wiest und Garcia-Tsao, 2005). Normalerweise werden Bakterien
der physiologischen Darmflora schnell phagozytiert, wenn sie ihren regulidren Lebensraum
verlassen und konnen nur iiberleben, wenn das Immunsystem des Wirts geschwicht ist. Es
wurde gezeigt, dass gram-negative Bakterien (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae
und andere Enterobakterien) besonders effizient in die mesenterialen Lymphknoten
translozieren (Steffen et al., 1988) und interessanterweise sind diese Keime am hiufigsten

fiir eine Infektion bei Patienten mit Leberzirrhose verantwortlich (Garcia-Tsao, 1992).
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Abb. 5:

Bakterielle Translokation. Die physiologische intestinale Barriere bleibt durch ein

Gleichgewicht zwischen Immunsystem, intestinaler Flora und intestinaler Motilitit

erhalten. Verletzungen und Krankheiten (z.B. Zirrhose) storen dieses Gleichgewicht und

fihren zu einer gestorten Barrierefunktion.

Dadurch kommt es

zu bakterieller

Translokation und den entsprechenden infektiosen Komplikationen (modifiziert nach

Balzan et al., 2007)
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Patienten mit Zirrhose haben eine erhohte Anfélligkeit fiir schwere Infektionen, abhiingig
von der Schwere der Leberdysfunktion. Zum einen tritt bei ungefidhr einem Drittel aller
Patienten mit Zirrhose intestinale Hypomotilitit auf (Madrid et al., 1997), die zu
bakterieller Uberwucherung fithrt. Zum anderen fiihrt portale Hypertonie zu
Veridnderungen der gastrointestinalen Schleimhaut und somit zu einer erhohten
intestinalen Permeabilitit (Thalheimer et al., 2005). Als Folge dieser Verinderungen
kommt es zu bakterieller Translokation von intestinalen Bakterien. Bakterielle
Translokation stellt einen Hauptmechanismus in der Pathogenese der spontan bakteriellen
Peritonitis und somit auch bei anderen Komplikationen der Zirrhose dar (Garcia-Tsao und

Wiest, 2004).

1.7 Toll-like Rezeptor Signalweg

Toll-like Rezeptoren (TLRs) sind eine Familie von Transmembranproteinen, die eine
wichtige Rolle fiir das angeborene Immunsystem in der Erkennung und Bekdampfung von
Pathogenen wie Pilzen, Baketerien und Viren spielen. TLRs werden auf vielen
verschiedenen Abwehrzellen, zum Beispiel auch auf hepatischen Sternzellen und
Kupfferzellen, exprimiert und erkennen unterschiedliche mikrobielle Produkte als
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) (Akira et al., 2006). Nach der
Erkennung von PAMPs induzieren die TLRs iiber ihren Signalweg direkt eine wirksame
Antwort des angeborenen Immunsystems. Nach Bindung eines Liganden an einen TLR
wird eine Kaskade initiiert, in deren Verlauf verschiedene Adapterproteine involviert sind.
Dabei kommt dem Adapterprotein MyD88 eine zentrale Rolle zu. Am Ende der
Signalkaskade steht die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, um eine antibakterielle
oder antivirale Immunantwort zu induzieren (Beutler et al., 2006, O'Neill und Bowie,
2007).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Toll-like Rezeptor 4 genauer untersucht. TLR4
erkennt Lipopolysaccharide (LPS), Zellwandbestandteile von gram-negativen Bakterien
und bindet sie mit den Korezeptoren MD-2 und CD14 (Takeda und Akira, 2005). Der
TLR4 Signalweg fiihrt iiber das Adapterprotein MyD88 und die Interleukin-1 assoziierte
Kinase (IRAK) zu einer Aktivierung des TNF-aktivierten Faktor-6 (TRAF-6). TRAF-6
vermittelte Signalwege fithren zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB.
Daraus resultiert die Produktion von proinflammatorischen Zytokinen (Akira et al., 2001).

Diese proinflammatorischen Zytokine fiithren {iber eine Aktivitdtserhohung und
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vermehrten Neusynthese der zytosolischen Phospholipase A; zu einer vermehrten Bildung

von freier Arachidonsdure und somit einer erhohten Bildung von Eikosanoiden wie

Thromboxan und Cysteinylleukotrienen.

Die anatomische Verbindung zwischen Leber und Gastrointestinaltrakt iiber die Pfortader

fiihrt dazu, dass die Leber stindig bakteriellen Produkten ausgesetzt ist, wobei LPS und

somit auch der TLR4 eine wichtige Rolle spielt (Crispe, 2009).

Abb. 6:
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Schematische Darstellung des TLR4 Signalweges. CD14: CD14 Rezeptor; IL-1:
Interleukin-1; IL-6: Interleukin-6; IRAK: Interleukin-1 assoziierte Kinase; LPS:
Lipopolysaccharide; MD2: TLR4 Kofaktor; MyD88: Adapterprotein; NFkB:
Transkriptionsfaktor kB; NO: Stickstoffmonoxid; TLR4: Toll-like Rezeptor 4; TNF-a:
Tumornekrosefaktor a; TRAF-6: TNF-aktivierter Faktor 6 (Details sieche Text).

1.8 Rolle der Kupfferzellen

Bei Kupfferzellen (KCs) handelt es sich um die Makrophagen der Leber. Sie machen 80-

90% der gewebsstindigen Makrophagen des Korpers aus (Bilzer et al., 2006). Damit
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spielen sie sowohl in der lokalen, als auch in der systemischen Abwehr von
Krankheitserregern eine zentrale Rolle. Ihre Funktion beinhaltet Phagozytose,
Prozessierung und Prédsentation von Antigenen (Schwabe et al., 2006). Durch ihre
Lokalisation in den Sinusoiden der Leber kommt ihnen eine bedeutende Abwehrfunktion
gegeniiber Bakterien, bakteriellen Endotoxinen und mikrobiellen Produkten zu, die aus
dem Darmbereich iiber die Pfortader in die Leber gelangen (Fox et al., 1987). Folglich
sind Kupfferzellen stindig proinflammatorischen Faktoren, z.B. bakteriellen
Endotoxinen, ausgesetzt, die zu einer Aktivierung der Kupfferzellen fiihren. Nach
Aktivierung  setzten  Kupfferzellen unter anderem  Zytokine, Prostanoide,
Stickstoffmonoxid und reaktive Sauerstoffspezies frei (Decker, 1990). Die wichtigsten
Aktivatoren von Kupfferzellen sind die Komplementfaktoren C3a und C5Sa
(Schieferdecker et al., 2001), B-Glykane von Bakterien und Pilzen (Thornton et al., 1996)
und Lipopolysaccharide (LPS). Lipopolysaccharide sind Endotoxine von gram-negativen
intestinalen Bakterien. LPS aktiviert Kupfferzellen direkt iiber den TLR4 Signalweg (Su,
2002). Daraus resultiert unter anderem die Produktion von inflammatorischen Zytokinen
wie z.B. TNF-q, IL18, IL-6, IL-12, IL-18 und IL-10 (Seki et al., 2001).

Mehrere Studien haben gezeigt, dass bei bis zu % der Patienten mit einer ersten
Varizenblutung oder einem frithzeitigen Rezidiv eine bakterielle Infektion dokumentiert
wurde (de Franchis, 2005, Bosch und Garcia-Pagan, 2000, Rimola et al., 1985, Soriano et
al., 1992, Bernard et al., 1995, Goulis et al., 1998). Eine bedeutende Rolle bei portalen
Druckanstiegen in der gesunden und in der fibrotischen Leber spielt die Aktivierung von
Kupfferzellen durch LPS im Rahmen einer bakteriellen Infektion. Der Portaldruckanstieg
wird dabei unter anderem durch den Vasokonstriktor Thromboxan A, vermittelt (Steib et
al., 2007), der von Kupfferzellen in grolen Mengen produziert wird (Dieter et al., 1989).
Zielzellen dieser Thromboxan A,-Ausschiittung sind mit hoher Wahrscheinlichkeit die in
den Sinusoiden lokalisierten und zur Kontraktion befdhigten hepatischen Sternzellen
(Zhou et al., 2006, Reynaert et al., 2008).

Kupfferzellen spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung der portalen Hypertension
und somit auch bei der daraus resultierenden Komplikationen der Osophagus- und
Magenvarizenblutung. Ein verbessertes Verstindnis der genauen Pathophysiologie ist

wichtig, um die aktuellen Priventions- und Interventionsstrategien erweitern zu konnen.
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2 Fragestellung

Bei Patienten mit Zirrhose steigt das Risiko einer Varizenblutung beim Auftreten von
Infektionen, wie zum Beispiel einer spontan bakteriellen Peritonitis (SBP). Der genaue
Mechanismus dieses pathophysiologischen Phinomens ist noch nicht bekannt.

Beim Auftreten einer SBP kommt es zu einem hohen Anfall von bakteriellen Produkten,
wie zum Beispiel von LPS aus der Zellwand gramnegativer Bakterien. LPS fiihrt zu einer
Aktivierung der Toll-like Rezeptoren (TLRs), die sich vermehrt auf Makrophagen, wie
zum Beispiel den hepatischen Kupfferzellen, finden. Aus Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
ist bekannt, dass TLR-Aktivatoren unter anderem iiber Kupfferzellen durch die Produktion
von intrahepatischen Vasokonstriktoren zu einem Anstieg des portalen Druckes fiihren.
Dieser Mechanismus fiihrt zu den experimentellen Fragestellungen, die dieser Arbeit zu
Grunde liegen.

Ungeniigend untersucht sind bisher die Effekte einer intraperitonealen LPS-
Vorbehandlung auf den intrahepatischen GefdBwiderstand und die moglicherweise
beteiligten Kupfferzell-abhéngigen Mechanismen.

Die Mechanismen der Ausschiittung von intrahepatischen Vasokonstriktoren sind
besonders wichtig, weil diese Effekte der Druckerhohung potentiell reversibel sind.
Deswegen sind sie ein Ansatzpunkt fiir neue pharmakologische Interventionen bei

Patienten mit Leberzirrhose und portaler Hypertonie.

Es ergeben sich folgende Fragen, welche in der vorliegenden Arbeit geklart werden sollen:

Teil I:
1) Welche Auswirkung hat die intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS und eine
darauffolgende Aktivierung der Kupfferzellen auf den Pfortaderdruck?

2) Welche Mechanismen liegen einer moglichen Druckveridnderung zu Grunde?

Teil II:
1) Welche Rolle spielen die Kupfferzell-abhiingigen Vasokonstriktoren?
2) Wie konnte man Antagonisten der Vasokonstriktoren zu therapeutischen Zwecken

einsetzen?
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Zur Klirung dieser Fragestellungen wurden die in Abb. 7 dargestellten Hypothesen

untersucht.
Intraperitoneale LPS Aktivierung von Kupfferzellen
Vorbehandlung mit Zymosan/ LPS

MK-886

LTC, J_q l?
"’

l CYS-LT To

Aktivierbarkeit To

Anstieg des
portalen Druckes

v

TXA,1?
Kupfterzelle
?
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Abb. 7: Gesamtdarstellung der verabreichten Substanzen. Die Abbildung zeigt die dieser

Arbeit zugrunde liegenden Hypothesen auf. Die dafiir zu untersuchenden Mechanismen
sind mit ,,7* gekennzeichnet, — markiert hemmende, 1 markiert aktivierende Einfliisse auf
die dargestellten Mechanismen. Ly171883 ist ein Leukotrienrezeptorantagonist, MK-886
ist ein Leukotriensynthaseinhibitor, BM13.177 ist ein Thromboxanrezeptorantagonist,

U46619 ist ein Thromboxananalogon.
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3 Methoden

3.1 Tierversuche

Alle Tiere wurden gemidl dem Deutschen Tierschutzgesetz gehalten. Die Experimente
wurden durch die Regierung von Oberbayern genehmigt.

Die Zeit bis Versuchsbeginn verbrachten die Tiere in einem gleich bleibend klimatisierten
Raum in einem 12-stiindigen Hell-Dunkel-Zyklus. In Kéfigen zu jeweils 2 Tieren hatten
sie durchgehend freien Zugang zu Wasser und Standardfutter der Firma Altromin (Lage,
Deutschland). Nach der Lieferung konnten sich die Tiere generell 5 Tage akklimatisieren,

bevor Versuche oder Operationen durchgefiihrt wurden.

3.2 Induktion einer Leber-Fibrose mittels Gallengangsligatur (BDL)

Minnliche Sprague-Dawley-Ratten (Charles River, Sulzfeld) mit einem Gewicht zwischen
180 und 200 g wurden durch eine intraperitoneale Injektion mit NaCl 0,9% im Verhéltnis
1:3 verdiinntem, steril filtriertem Pentobarbital (Narcoren) betdubt (50mg/kg KG). Nach
Rasur der Ratten im Abdominalbereich wurden diese, mittels eines Keils im unteren
Bereich der Brustwirbelsdule iiberstreckt, auf einer Operationsplatte fixiert. Nach
Desinfektion des OP-Gebietes mit Povidon-lod-Losung (Braunol) wurde jeweils das
gesamte Tier mit einem sterilen Lochtuch abgedeckt. Der Zugang erfolgte iiber eine
mediane Laparotomie. Nach Darstellung des Gallenganges wurde dieser mit Faden der
Starke 3-0 zweifach ligiert und zwischen den beiden Ligaturen durchtrennt (Steib et al.,
2007). Nach Wundverschluss wurden die Ratten fiir mindestens 24h in einem Einzelkéfig
gehalten. Erst nach vollstindigem Aufwachen und Erholung von der Narkose wurden
wieder zwei Ratten in einen Kifig zusammengesetzt. Dreimal wochentlich erfolgte die
Substitution von Vitamin K mittels Injektion von 0,04 ml Konakion subcutan zur
Prophylaxe von Blutungskomplikationen.

Bei sham-operierten Tieren wurde die Operation auf gleiche Weise durchgefiihrt, nur
wurde bei thnen der Gallengang nach Darstellung nicht ligiert. Auch diese Tiere erhielten
Vitamin K nach obigem Schema.

Die isolierte Leberperfusion mit Krebs-Henseleit-Puffer und die in vivo-Experimente
wurden, wie im Folgenden beschrieben, jeweils genau vier Wochen nach der Operation

durchgefiihrt.
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3.3 Induktion einer Leberzirrhose mittels Thioacteamid (TAA)

Minnliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 200-250 g bekamen eine Behandlung
mit Thioacetamid (TAA) fiir 18 Woche. Um den Gewichtsverlauf zu kontrollieren,
wurden sie einmal pro Woche gewogen. Als Startdosis wurde 0,3% TAA in das
Trinkwasser der Tiere gemischt. Wenn sich das Korpergewicht von einer Woche zur
anderen verdnderte, wurde die TAA Dosis angepasst, wie von Laleman et al. beschrieben
(Laleman et al., 2006).

Die TAA Konzentration wurde um 50 % erhoht, wenn das Gewicht mehr als 20 g pro
Woche anstieg oder das Gesamtgewicht des Tieres mehr als 60 g zunahm. Im
umgekehrten Fall wurde die TAA Konzentration um 50% erniedrigt, wenn das Tier mehr
als 20 g pro Woche an Gewicht verlor oder von seinem urspriinglichen Gesamtgewicht
mehr als 60 g verlor.

Die isolierte Leberperfusion und die in vivo-Experimente wurden jeweils 126 Tage nach

Beginn der Behandlung mit TAA durchgefiihrt.

3.4 Isolierte Rattenleberperfusion in situ

Die Ratten wurden durch eine intraperitoneale Injektion von Natriumpentobarbital
(Narcoren, 50 mg/kg KG) betdubt. Nach Kontrolle auf Schmerzfreiheit wurden die Tiere
auf einer Operationsplatte in Riickenlage fixiert. Zunédchst wurde in der Leiste die Vena
femoralis freipripariert und es erfolgte eine Injektion von 250 IU Heparin. Danach wurde
die Bauchwand eroffnet. Um die Pfortader wurden zwei Ligaturen vorgelegt, eine weitere
Ligatur wurde um die Vena cava inferior, cranial der Nierenvenen, vorgelegt. Aus der
Vena cava inferior wurden 3-4 ml Blut entnommen, um die Serumparameter alkalische
Phosphatase (aP), Gamma-Glutamyltranspeptidase (yGT), Bilirubin,
Aspartataminotransferase (AST (GOT)) und Alaninaminotransferase (ALT (GPT)) zu
bestimmen. Im Anschluss wurde die Pfortader inzidiert und mit einem Teflon-
Venenkatheter (14-G) kaniiliert. Die beiden Pfortaderligaturen dienten dabei zur Fixierung
dieses Katheters. Die Leber wurde umgehend mit einem konstanten Fluss von 3,5 ml min
'g'Leber perfundiert. Um eine Druckschiidigung des Lebergewebes durch einen Stau des
Perfusats zu vermeiden, wurde sofort nach Anperfusion die Vena cava im unteren
Abdominalbereich durchtrennt, um wihrend der weiteren Operation einen Perfusatabfluss

zu gewihrleisten. Danach wurde eine Thorakotomie durchgefiihrt. Die Vena cava inferior
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wurde durch den rechten Vorhof des Herzens kaniiliert, so dass die Spitze der Kaniile
cranial der Lebervenen zu liegen kam. Nach Ligatur der Vena cava inferior oberhalb der
Nierenvenen wurde somit sichergestellt, dass das gesamte, iiber die Pfortader infundierte,
Perfusat iiber die Cava-Kaniile abfliessen konnte. Hieraus wurden wihrend des Versuchs
Perfusatproben entnommen. Ferner wurde die spannungsfreie Positionierung aller
Katheter kontrolliert. In allen Experimenten wurden die Lebern volumenkonstant und
nicht rezirkulierend mit Krebs-Henseleit-Puffer (pH 7,4; 37°C) perfundiert. Dazu wurde
der Puffer durch einen Schlauchoxygenator geleitet. Dabei wurde er mit Carbogen (O,
95%; CO, 5%) begast. Der Oxygenator bestand aus einem 15 m langen Silikonschlauch
(Wandstédrke 0,2 mm, Innendurchmesser 2 mm), welcher in einer gasdichten Kammer um

einen thermostatisierten Aluminiumblock gewickelt war.
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Krebs- |:| D |
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Puffer
Abb. 8: Schematische Darstellung der verwendeten Anlage zur isolierten Leberperfusion.

Detaillierte Beschreibung siehe Text. (modifiziert nach J. Hirtl, Dissertation: Aktivierung
der Kupfferzellen in der Leber durch H,O,: Ein wichtiger Mechanismus der portalen

Hypertension, 2010)
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Die Pfortaderkaniile war mit einem Steigrohr verbunden, an dem anhand einer vertikalen
Skala direkt die momentanen Perfusionsdriicke in cm H,O abgelesen werden konnten. Bei
sham-operierten und nicht operierten Tieren wurde der Gallengang mit einem
Polyethylenrohrchen  (PE10, Innendurchmesser 0,4 mm) kaniiliert, um die
Galleproduktion zu iiberwachen. In den ersten 30 Minuten nach Anperfusion der Leber
wurden keine Substanzen verabreicht, um dem Organ nach der Operation im System eine
Stabilisierungsphase zu ermoglichen. Wihrend dieser 30-miniitigen Stabilisierungsperiode
mussten als Zeichen der Lebensfihigkeit der Leber folgende Kriterien erfiillt sein: stabiler
Perfusionsdruck, Galleproduktion gréBer als 0,8 upl min'lg'lLeber (bei sham-operierten
und nicht operierten Tieren) und Lactat-Dehydrogenase-Effluxwerte geringer als 5 mU
min"'g "' Leber. Die LDH-Aktivitit wurde wie im Folgenden beschrieben bestimmt. Falls

eines der genannten Kriterien nicht erfiillt wurde, wurde der Versuch nicht weitergefiihrt.

3.5 Bestimmung der LDH-AKktivitiit im effluenten Perfusat

Unmittelbar im Anschluss an die jeweiligen Versuche der isolierten Leberperfusion wurde
die Aktivitat der Laktat-Dehydrogenase im Leberperfusat als Indikator der Zellschiddigung
bestimmt. Hierfiir wurden wihrend der Versuche zu standardisierten Zeiten gewonnene
Perfusatproben (20.; 30.; 40.; 44.; 46.; 50.; 55.; 60.; 70.; 80.; 90. und 100.
Versuchsminute) analysiert. Die Messungen erfolgten photometrisch bei 25°C. Folgender

Testansatz wurde verwendet:

Leberperfusat 500 pl
Phosphat-Puffer (0,05 M, pH 7,5) + Pyruvat (60 mM) 500 ul
NADH (10 mg/ml) 10 ul

Falls erforderlich erfolgte eine Verdiinnung im Verhiltnis 1:10 (— 950 ul Puffer + 50 ul
Probe). Die Abnahme der Extinktion bei 365 nm wurde kontinuierlich registriert. Zur
Berechnung der Enzymaktivitit wurde der Extinktionskoeffizient esss = 3,34 mmcm’!
verwendet. AuBerdem wurden die Durchflussrate des Perfusats durch die Leber und das
Lebergewicht mit beriicksichtigt, so dass in die LDH-Bestimmung folgender Faktor mit
einging:

Faktor; pg = (1010 x 1000 x Durchfluss) x (3,34 x 500 x Lebergewicht)'1
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3.6 Messung von Serum-Parametern

Bei den Versuchen der isolierten Leberperfusion wurden wie oben beschrieben vor
Anperfusion ca. 3-4 ml Blut aus der Vena cava inferior entnommen und zentrifugiert, um
Serum-Parameter zu bestimmen. Diese Analyse beinhaltete aP, y-GT, Bilirubin,
AST(GOT) und ALT(GPT). Die Messungen erfolgten im Institut fiir klinische Chemie der
LMU Miinchen im Klinikum Grohadern.

3.7 Versuchsprotokolle der in situ Perfusion

3.7.1 Intraperitoneale Gabe von LPS

Alle der folgenden Experimente wurden mit und ohne eine zusitzliche intraperitoneale
Gabe von LPS durchgefiihrt. Bei der LPS Gabe wurde den Tieren 3 Stunden vor dem
Versuch LPS (Escherichia coli 026:B6) mit der Dosis 1 mg/kg KG gelost in 0,9% NaCl
intraperitoneal injiziert. Kontrolltiere bekamen eine Vorbehandlung mit NaCl (0,9%) ohne

LPS.

3.7.2 Aktivierung von Kupfferzellen mittels Zymosan

Die Kupffer-Zellen wurden durch die Infusion mit Zellwandpartikeln von der Hefe
Saccharomyces cerevisiae (Zymosan A) aktiviert (n=5). Die Aktivierung der
Kupfferzellen erfolgt iiber die Bindung der B-Glucan-Komponente des Zymosans an den
Komplementrezeptor CR3 der Kupfferzellen (Thornton et al., 1996).

Die Zymosansuspension (37,5mg/ 50ml Wasser) wurde fiir 30 min bei 95°C gekocht, um
Enzyme, wie zum Beispiel Phospholipasen, zu zerstoren. Danach wurden kaltes Wasser
und 10fach konzentrierter Krebs-Henseleit-Puffer zu einem Gesamtvolumen von 250ml
hinzu gefiigt. Die fertige Zymosansuspension in Krebs-Henseleit-Puffer (150 pg/ml)

wurde von Minute 40 bis 46 nach dem Start des Perfusionsexperiments infundiert.

3.7.3 Blockade von Kupfferzellen

Zusitzlich zu der LPS Gabe wurden wurde bei einem Teil der Versuche eine
Kupfferzellblockade mittels einer Vorbehandlung mit Gadoliniumchlorid durchgefiihrt
(n=5) (Roland et al., 1999).
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Die Blockade der Kupfferzellen wurde durch eine intraperitoneale Injektion von
Gadoliniumchlorid (10 mg/kg KG) 48 und 24 Stunden vor Versuchsbeginn durchgefiihrt.
Kontroll-Tiere erhielten NaCl 0,9% (1 ml/kg KG; intraperitoneal 48 und 24 h vor
Versuchsbeginn). Die beiden Formen der Vorbehandlung wurden jeweils bei sham-
operierten Tieren (n=5), als auch bei gallengangsligierten Tieren (BDL; n=5)

durchgefiihrt, woraus sich insgesamt vier Gruppen ergaben.

3.7.4 Rolle der Vasokonstriktoren

Um die Bedeutung der ausgeschiitteten Vasokonstriktoren auf den portalen
Perfusionsdruck zu untersuchen, wurden verschiedene Rezeptorantagonisten und
Inhibitoren in unterschiedlichen Perfusionsexperimenten infudiert.

Der Leukotrienrezeptorantagonist Ly171883 (20 uM) und der
Thromboxanrezeptorantagonist BM 13.177 (20 uM) wurden von Minute 30 bis 60
zusitzlich zu der LPS Vorbehandlung (1 mg/kg KG) und der Zymosangabe (150 pg/ml,
Minute 40 bis 46) infundiert. Jeweils 5 Tiere bekamen den LT Rezeptorantagonisten und 5
Tiere den TX Rezeptorantagonisten.

Der LT Synthaseinhibitor MK-886 (0,6 mg/kg KG) wurde 30 min vor der LPS
Vorbehandlung (1 mg/kg KG fiir 3h) intraperitoneal verabreicht. Zymosan (150 pg/ml)
wurde wihrend der Leberperfusion von Minute 40 bis 46 infundiert. Der Versuch begann

insgesamt 3,5 Stunden nach der Gabe des LT Synthaseinhibitors MK-886.

3.7.5 Infusion der Vasokonstriktoren Thromboxan A, und Leukotrien Cy

Um die direkte Wirkung der Vasokonstriktoren TXA; und LTC, zu untersuchen, wurden
das TXA; Analogon U46619 (0,1 uM) und LTC4 (20nM) von Minute 40 bis 46 infundiert
(Jeweils n=5).

Die Infusion der Vasokonstriktoren wurde in Versuchen mit und ohne zusitzliche

intraperitoneale LPS Vorbehandlung (1 mg/kg KG fiir 3 h) durchgefiihrt (jeweils n=5).

3.8 Invivo-Messung des Portaldruckes

Die Experimente wurden 4 Wochen nach Gallengangsligatur (BDL) durchgefiihrt. Die

Ratten wurden mit 1:3 mit NaCl 0,9% verdiinntem, steril filtriertem Natrium-Pentobarbital
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(Narcoren), welches intraperitoneal injiziert wurde, betdubt. Direkt vor den Versuchen
wurde das Korpergewicht bestimmt. Nach Kontrolle der Narkosetiefe wurden die Ratten
in Riickenlage auf einer Operationsplatte fixiert. Die Tiere wurden dabei auf mehreren
Lagen Zellstoff gelagert, um Temperaturverluste gering zu halten. Zunichst wurde die
linke Arteria carotis auf einer lingeren Strecke freipridpariert. Es wurden zwei Ligaturen
vorgelegt und die Arterie mittels zweier GefaBklemmen verschlossen. Nach Inzision mit
einer Mikroschere zwischen den Klemmen wurde ein Katheter zur arteriellen
Druckmessung in die Arterie eingebracht, welcher mit den Ligaturen fixiert wurde. Dann
wurde die proximale Gefdklemme entfernt und Puls und arterieller Druck mittels eines
Druckabnehmers kontinuierlich auf einen Monitor iibertragen (Sirecust 404 von Siemens,
Deutschland, und Transducer Gabarith von Becton Dickinson, Singapur). Der
Carotiskatheter war an eine Infusionspumpe angeschlossen, welche den Katheter mit NaCl

0,9% bei einer Forderrate von 12 ml/h spiilte.

Monitor: NaCl 0,9 %

RR, HF O 12 ml/h

Portaldruck C

Zymosan/ LPS| Min. 0-6

A
| NaCl0.9% | restl. Zeit

6 ml/h

1: Arteria carotis
2: Portalvene

Abb. 9: Schematische Darstellung der in vivo Versuchsanordnung.
Detaillierte Beschreibung siehe Text. (modifiziert nach J. Hirtl, Dissertation: Aktivierung
der Kupfferzellen in der Leber durch H,O,: Ein wichtiger Mechanismus der portalen

Hypertension, 2010)
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Bei stabilen Vitalparametern wurde eine Laparotomie durchgefiihrt. Es wurde ein PE-
Katheter (23 g; 0,6 x 30 mm) mit einer Kaniile {iber die Vena ileocolica eingebracht und
bis zum Zusammenfluss von Pfortader und Vena splenica vorgeschoben. Diese Kaniile
diente gleichzeitig der Infusion von mikrobiellen Produkten (Zymosan oder LPS) und der
Messung des Portaldruckes mittels eines weiteren Druckabnehmers. Solange iiber diese
Kaniile keine Substanzen verabreicht wurden, wurde sie kontinuierlich mit NaCl 0,9%
mit einer Forderrate von 6 ml/h gespiilt. Die gemessenen Druckwerte wurden ebenfalls
kontinuierlich an den oben genannten Monitor {ibertragen und parallel zu den gemessenen
Werten von Puls und arteriellem Druck angezeigt. Zum Temperaturerhalt wurde iiber der
Ratte eine Wirmelampe installiert und zur Kontrolle im Abdominalraum lebernah ein
Temperaturfiihler positioniert. Nach einer Stabilisierungsphase von 10 Minuten wurden
zwei unterschiedliche mikrobielle Produkte in verschiedenen Experimenten iiber die
Pfortader infundiert: entweder B-glucan-reiches Zymosan (3,2 mg/min) von Minute O bis 6
(n=7) oder Zellwandpartikel von gramnegativen Bakterien (LPS) (4 mg/kg KG) von
Minute 0 bis 6 (n=7). In einer zusétzlichen Reihe von Experimenten wurden die Tiere 3 h
vor dem Experiment mit LPS (1mg /kg KG) intraperitoneal vorbehandelt. AnschlieBend
wurde, wie oben beschrieben, Zymosan oder LPS iiber die Pfortader hinzu gegeben

(jeweils n=7).

3.9 Montelukast Behandlung und Kupfferzellaktivierung in vivo

In jeder der folgenden experimentellen Gruppen wurden drei verschiedene Bedingungen
untersucht:
1) Infusion von 0,9% NaCl Losemittel (100 pl/min, iiber 6 Minuten)
2) Kupfferzellaktivierung mittels Zymosan (intraportale Gabe, 3,2 mg/min, Minute O-
0)
3) Kupfferzellaktivierung mittels intraportaler Gabe von LPS (4 mg/kg KG, 100
ul/min, Minute 0-6)
Bei den Tiere aus Gruppe 1 (Losemittel n=5, Zymosan n=5, LPS n=5) wurde eine
Gallengansligatur (BDL) fiir 28 Tage durchgefiihrt (siehe 3.2). Wihrend dieser 28 Tage
bekamen die Ratten eine Kontrolldidt mit dem Futter C1000 (Altromin, Lage),
anschlieBend wurden die Experimente mit der Infusion von Losemittel, Zymosan oder

LPS durchgefiihrt.
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Auch die Ratten aus Gruppe 2 bekamen eine Gallengansligatur fiir 4 Wochen (Losemittel
n=5, Zymosan n=7, LPS n=7). Die Tiere wurden fiir 18 Tage mit dem Kontrollfutter
C1000 gefiittert und bekamen anschlieBend fiir die darauf folgenden 10 Tage C1000,
welches den Leukotrienrezeptor-Antagonisten Montelukast beinhaltete (Altromin,
durchschnittlich 0,125 mg/kg KG pro Tag, von Tag 18 bis 28).

Die Ratten in Gruppe 3 bekamen eine Behandlung mit TAA fiir 126 Tage mit dem
Trinkwasser (Losemittel n=5, Zymosan n=5, LPS n=5). Sie wurden mit dem
Kontrollfutter C1000 ohne Montelukast gefiittert.

Gruppe 4 bestand ebenfalls aus Ratten die TAA mit ihrem Trinkwasser fiir 126 Tage
bekommen haben (Losemittel n=5, Zymosan n=7, LPS n=7). Ab Tag 116 bekamen diese
Tiere das C1000 Futter mit Montelukast (durchschnittlich 0,125 mg/kg KG pro Tag, von
Tag 116 bis 126) anstatt der Kontrolldidt.

3.10 Histologische Beurteilung der Lebern

Das Lebergewebe wurde unmittelbar nach den Versuchen entnommen und in 4%,
gepuffertem Formalin fixiert. Die Aufarbeitung und Firbung der Proben erfolgte in
Zusammenarbeit mit dem Institut fiir Pathologie der LMU Miinchen. Das Gewebe wurde
gemdl Standard-Methoden in Ethanol entwissert und in Paraffin eingebettet. Danach
wurden 4 um dicke Streifen geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin (HE) und Elastica-

van-Gieson (EvG) nach Standardprotokollen geférbt.

3.11 ELISA

3.11.1 Bestimmung von Thromboxan B,

Im Rahmen der isolierten Leberperfusion wurden zu standardisierten Zeiten Proben aus
dem effluenten Perfusat entnommen (20.; 30.; 40.; 44.; 46.; 50.; 55.; 60.; 70.; 80.; 90. und
100. Versuchsminute). Da Thromboxan A, sehr schnell abgebaut wird, erfolgte die
Bestimmung des stabilen Abbauproduktes Thromboxan B,. Die in den Lebern
produzierten Thromboxan-Spiegel wurden durch Messung der Freisetzung ins effluente
Perfusat in den verschiedenen Phasen der Versuche bestimmt. Dabei wurden die
Thromboxan B,-Spiegel jeweils doppelt mittels eines Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) der Firma Assay Designs (Ann Arbor, MI, USA) nach Protokoll des

Herrstellers gemessen.
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3.11.2 Bestimmung von Cysteinyl-Leukotrienen

Auch fiir die Bestimmung der Konzentration der Cysteinyl-Leukotriene (Cys-LT)
Leukotrien C4, D4 und E4 wurden zu den oben genannten Zeitpunkten Proben aus dem
effluenten Perfusat entnommen. Um die Cys-LT Spiegel im Perfusat zu messen wurde
jeweils Doppelwerte mittels ELISA der Firma Cayman Chemical (Ann Arbor, MI, USA)

nach Protokoll des Herstellers bestimmt.

3.12 Gelelektrophorese und Western Blot Analyse

Um die Expression des Toll-like Rezeptors 4 (TLR4), des MyD88 Adapterproteins und
des Cys-LT; Rezeptors zu bestimmen, wurden Western Blot Analysen aus
Rattenleberlysaten mit den entsprechenden Antikorpern Anti-TLR4, Anti-MyD88 und
Anti-Cys-LT; durchgefiihrt.

Das Material fiir diese Analysen wurde durch Homogenisierung aus Rattenlebern
gewonnen, die zuvor in den Perfusionsversuchen verwendet wurden. Das gewonnene
Homogenisat wurde zweimal zentrifugiert. AnschlieBend wurde aus dem Uberstand eine
Proteinbestimmung mittels der BCA-Methode gemacht (Brown et al., 1989). Es wurden
jeweils Doppelwerte bestimmt.

Um die Proben nach der Proteingrofle aufzutrennen, wurde eine Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Die Gele fiir die Elektrophorese wurden nach einem
Standardrezept hergestellt (sieche 4.4). Es wurden jeweils eine Probe mit einem
Proteingehalt von 20 pug mit 7 ul 4-fach Ladepuffer und RIPA-Puffer zu einer
Gesamtmenge von 30 ul gemischt und fiir 5 min bei 95°C denaturiert. Danach wurden die
Proben in die Geltaschen gefiillt und mit Laufpuffer in einer Elektrophoresekammer
(Biorad) bei 70 V fiir 30 Minuten und anschlieBend bei 120 V fiir 1 Stunde der
ProteingroBe nach aufgetrennt. Ein ProteingroBenmarker wurde zur Kontrolle mitgefiihrt.
Um die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, wurde ein Western Blot durchgefiihrt.
Die Proteine wurden in einer Blottingkammer (Biorad), die mit Transferpuffer gefiillt war,
mit einer Stromstirke von 400mA fiir 1 Stunde von dem Gel auf eine Membran
ibertragen. AnschlieBend wurde die Membran 1 Stunde in TBS-T + 5% Milchpulver
blockiert, um die Proteine auf der Membran zu fixieren.

Die Membran wurde mit dem Primérantikorper iiber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die

Antikorper wurden nach Herstellerangaben entsprechend mit TBS-T + 5% Milchpulver
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verdiinnt. Nach dreimaligem Waschen mit TBS-T fiir 5 Minuten wurde die Membran fiir 2
Stunden bei Raumtemperatur mit dem entsprechenden verdiinnten Sekundérantikorper in

TBS-T + 5% Milchpulver inkubiert.

Primérantikorperverdiinnung Sekundirantikorperverdiinnung
TLR4 1:200 anti- 1:2000
goat
MyD88 | 1:500 anti- 1:5000
rabbit
Cys-LT | 1:500 anti- 1:5000
rabbit
Tab. 1: Verdiinnung der Antikorper fiir den Western Blot.

Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBS-T fiir jeweils 5 Minuten wurden die
reaktiven Banden mittels eines Chemiluminescent-Detection-Kit (ECL Plus, Amersham
Pharmacia) aktiviert und auf einem Rontgenfilm mit Hilfe eines Entwicklungsgerits (Agfa
curix 60) sichtbar gemacht. B-Aktin diente als Ladungskontrolle. Die quantitative Analyse

der Banden wurde mit dem Programm ImageJ (NIH) durchgefiihrt.

3.13 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fiir
Biometrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen. Alle
Daten wurden als Mittelwert + Standardabweichung (der Einzelwerte) dargestellt. Die
Analyse der Daten wurde unter Anwendung des Student-t-Test und der ANOVA-
Varianzanalyse durchgefiihrt. Fiir nicht normalverteilte Daten wurde der Mann-Whitney
U-Test verwendet. Ein p-Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die

Darstellung des Signifikanzniveaus erfolgte mit Windows Excel.
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4 Material

4.1 Chemikalien, Medikamente und Puffer fiir Tierversuche

Aqua bi-dest. Kerndl, WeiBenfeld

Braunol (Povidon-Iod 7,5%) Braun, Melsungen

Calciumchlorid-Dihydrat Merck, Darmstadt

Carbogen (O, 95%, CO, 5%) Linde, Pullach

Dikaliumhydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma, St. Louis

Ethanol Merck, Darmstadt

Formalin (Formaldehydldsung 4%) Microcos, Garching

Gadolinium (IIT) Chlorid Hexahydrat Sigma, St. Louis

Heparin Ratiopharm, Ulm

Isopropanol (70%) Apotheke Innenstadt, LMU
Miinchen

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt

Konakion Roche, Mannheim

Krebs-Henseleit-Puffer: NaCl 118 mM
KCl 4,8 mM
KH,PO,4 1,2 mM
MgSO4 x 7 H,0O 1,2 mM
NaHCO; 25 mM
CaCl, 1,5 mM

LPS Sigma, St. Louis

Magnesiumsulfat x 7 H,O Merck, Darmstadt

Montelukast Cayman Chemical, Ann Arbor

Narcoren (Natriumpentobarbital) Merial, Hallbergmoos

Natriumchlorid (Losung, 0,9%) Braun, Melsungen

Natriumchlorid, reinst Merck, Darmstadt

Natriumhydrogencarbonat, reinst Merck, Darmstadt

Stickstoff (N, fliissig) Linde, Pullach

Thioacetamid Sigma, St. Louis

Zymosan Sigma, St. Louis
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4.2 Rezeptoragonisten, Antagonisten und Inhibitoren

BM 13.177 (TX Rezeptorantagonist)
LT Cy4

Ly171883 (LT Rezeptorantagonist)
MK-886 (LT Synthaseinhibitor)
U46619 (TXA; Analogon)

Roche, Mannheim

Cayman Chemical, Ann Arbor

Calbiochem, Darmstadt

Sigma, St.Louis

Cayman Chemical, Ann Arbor

4.3 Chemikalien, Reagenzien und Antikorper fiir Western Blot

B-Aktin
Acrylamid (30%)
Anti-CysLT; Rezeptor

Anti-goat (sc-2020)

Anti-MyD88
Anti-rabbit
Anti-TLR4

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Blotting Grade Blocker, non-fat dry milk
Bromphenolblau

Chemiluminescent-Detection-Kit (ECL PLUS)

Essigsdure (C;H40,)
Glycerin

Glycin

Isopropanol

Marker (Dual Color)
2-Mercaptoethanol
Methanol
Natriumchlorid (NaCl)
Polysorbat-20 (Tween)
Salzsdure (HCI)

Millipore, Billerica

Bio-RAD, Hercules

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz

Abcam, Cambridge

GE Healthcare, Miinchen

Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz

Sigma, St. Louis

Bio-RAD, Hercules

Sigma, St. Louis

Amersham Pharmacia,
Uppsala

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Biorad, Hercules

Sigma, St. Louis

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Promega, Madison

Roth, Karlsruhe
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SDS (Natriumdodecylsulfat)
TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylethylen-
diamin (C¢H;6N>»))
TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
TRIS-HCI (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan +

Salzsdure)

4.4 Losungen fiir Western Blot

10-fach Elektrophoresepuffer:

4-fach Ladepuffer (Limmli-Puffer):

Lysepuffer (RIPA-Puffer):

Sammelgel:

Sammelgelpuffer:

SERVA, Heidelberg

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Glycin
TRIS

SDS

Aqua dest.

Sammelgelpuffer
Glycerin

SDS
Bromphenolblau

Aqua dest.

144,13 g
303 ¢g
10g
1000 ml

25 ml
50 ml
4g

200 mg
100 ml

jeweils 1 ml Ladepuffer +

100 ul 2-Mercaptoethanol

NaCl

Tris-HC1

NP40
Deoxycholsdure
SDS

Aqua dest.

30% Acrylamid
Sammelgelpuffer
APS

TEMED

TRIS

877 mg
788 mg
1 ml

250 mg
100 mg
100 ml

1 ml
4,9 ml
50 ul
5,5ul

15,15¢
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10-fach Transferpuffer:

Trenngel (10%):

Trenngelpuffer:

10-fach Waschpuffer (TBS):

TBS-T:

4.5 Material fiir ELISA

Enzyme Immunoassay Kit Thromboxane B,,
Catalog No. 900-002

Cysteinyl Leukotriene EIA Kit
Catalog No. 520501

SDS
HCI (6 mol/l)
Aqua dest.

Glycin
TRIS
Aqua dest.

30% Acrylamid
Trenngelpuffer
APS

TEMED

TRIS

SDS

HCI (6 mol/l)
Aqua dest.

TRIS

NaCl

HCI ( 6 mol/l)
Aqua dest.

TBS
Aqua dest.

Tween

lg
pH=6,8
250 ml

144,13 ¢
303 g
1000 ml

5 ml
9,85 ml
150 pl
6 ul

455 ¢
lg
pH=8.8
250 ml

242 ¢
80 g,

pH=7,6
1000 ml

100 ml
900 ml
1 ml

Assay Designs, Ann Arbor

Cayman Chemical, Ann Arbor
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S Ergebnisse

5.1 Erhohung des portalen Druckes durch vorherige Aktivierung mit LPS

Der portale Druck der BDL Ratten, der unmittelbar vor der isolierten Leberperfusion
bestimmt wurde, war auf 21,5 + 1,2 cm H,O erhoht. Diese Erhohung war stirker
ausgepragt als bei der Kontrollgruppe, den sham-operierten Tieren (8,8 + 0,9 cm H,0).

Alle BDL Tiere hatten im Vergleich zu sham-operierten Tieren erhohte Leberwerte.

Zusiatzlich war bei den BDL Tieren das Gewicht der Milz erhoht.

Sham Ratten BDL Ratten
v-GT (UN) 1,3+0,4 *21+1,3
Bilirubin (mg/dl) 0,2+0,1 *8,3+0,5
AST (GOT) (UN) 45+8 *98 + 17
ALT (GPT) (UN) 34+5 38+5
Tab. 2: Serumparameter. Bei den gallengangsligierten Tieren (BDL) zeigten sich fast alle im

Rahmen der Leberdiagnostik erhobenen Werte signifikant (*p<0,05) erhoht.

Der Pfortaderdruck bei BDL Ratten wurde durch eine intraperitoneale Gabe von LPS noch
weiter erhoht auf 25,2 £ 1,7 cm HO. Im Gegensatz dazu hatte die intraperitoneale
Vorbehandlung mit LPS keine Auswirkung auf den basalen Pfortaderdruck bei sham-
operierten Tieren (9,1 = 0,8 cm H,0). Nach der Pfortaderdruckmessung in vivo wurde
jeweils die Leber isoliert und eine in situ Perfusion durchgefiihrt. Auch bei diesen
Versuchen war der Pfortaderdruck in der BDL Gruppe, die eine intraperitoneale LPS
Vorbehandlung erhalten hatte, hoher als in der Gruppe von BDL Tieren, die keine LPS
Vorbehandlung bekommen hatte. Auerdem war der portale Perfusionsdruck der in situ
perfundierten Lebern ebenfalls wieder in der BDL Gruppe hoher als bei sham-operierten
Tieren der Kontrollgruppe.

Der maximale Zymosan-induzierte Anstieg des portalen Perfusionsdruckes war in der
BDL Gruppe mit intraperitonealer LPS Vorbehandlung hoher als in der BDL Gruppe ohne
LPS Gabe. Dieser Unterschied im maximalen Druckanstieg zwischen den beiden Gruppen

war bis zum Ende des Pefusionsexperiments zu beobachten. Im Gegensatz dazu hatte die
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LPS Vorbehandlung bei sham-operierten Ratten keinen Einfluss auf den Anstieg des

portalen Perfusionsdruckes.
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Abb. 10: LPS intraperitoneal erhoht den Pfortaderdruckanstieg bei Leberfibrose. Sham-

operierte Tiere (n=5) hatten einen niedrigeren basalen portalen Perfusionsdruck im
Vergleich zu gallengangsligierten Tieren (p<0,02, BDL fiir 4 Wochen, n=5). Der basale
portale Perfusionsdruck aber auch der maximale Pfortaderdruck lieBen sich durch eine
Vorbehandlung mit LPS fiir 3h (1 mg/kg KG intraperitoneal, n=5) bei Tieren mit bilidrer
Fibrose nochmals steigern (p<0,01). Dieser Effekt konnte bei sham-operierten Ratten nicht
beobachtet werden. Zusitzlich wurde der voriibergehende Anstieg des portalen
Perfusionsdruckes durch eine intraperitoneale LPS Vorbehandlung bei BDL Tieren zu
einem lang anhaltenden Druckanstieg ausgedehnt (p<0,01). Auch dieser Effekt konnte bei

sham-operierten Tieren nicht beobachtet werden.

Die Lebern von sham-operierten Ratten und BDL Ratten mit und ohne LPS

Vorbehandlung wurden histologisch betrachtet. Sie wurden jeweils mit H&E und EvG

gefirbt und anschlieend analysiert, um morphologische Verdnderungen durch die LPS

Vorbehandlung auszuschlie3en.
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Abb. 11: Vergleich der Lebern von sham und BDL Tieren (HE und EvG Fiarbung). Die
mikroskopische Analyse der Lebern zeigte eine normale Leberhistologie bei sham-
operierten Ratten, sowohl mit als auch ohne LPS Vorbehandlung. Das typische
histologische Bild einer BDL Leber (Proliferation der Gallengidnge, gemischte zelluldre
Infiltrate rund um die Portalvene, isolierte Nekroseareale, fibrotische Verdnderungen)
zeigte sich sowohl bei BDL Tieren ohne LPS Gabe als auch bei BDL Tieren mit LPS
Vorbehandlung. Durch die LPS Vorbehandlung waren keine sichtbaren morphologischen

Verinderungen entstanden.
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Sham-operierte Ratten mit LPS Vorbehandlung oder Kontrollvorbehandlung mit NaCl
(0,9%) zeigten eine normale Leberhistologie nach histologischer Farbung. Die Lebern von
BDL Ratten zeigten typische morphologische Leberveranderungen durch die Operation.
Es zeigten sich eine Proliferation der Gallenginge, gemischte zelluldre Infiltrate um die
Portalvene, isolierte nekrotische Areale und fibrotische Verdnderungen. Allerdings
konnten keine morphologischen Unterschiede zwischen den Lebern von BDL Ratten mit
LPS Vorbehandlung und BDL Ratten mit NaCl Vorbehandlung fest gestellt werden.

Um die Kupfferzell-abhéngigkeit des Druckanstieges zu zeigen, wurden die Kupfferzellen
durch eine GdCl; Gabe blockiert. Der Effekt einer intraperitonealen LPS Vorbehandlung
mit darauffolgender Zymosan Gabe auf den Anstieg des Pfortaderdruckes, konnte durch

die Vorbehandlung mit GdCl; signifikant abgeschwicht werden.
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Abb. 12: Kupfferzell-abhéingigkeit des Druckanstieges. Die Kupfferzellaktivierung mittels

Zymosan (150 pg/ml, Minute 40-46, n=5) erhohte voriibergehend den portalen
Perfusionsdruck bei BDL Ratten im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Vorbehandlung mit
NaCl 0,9%, n=5). Die intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS (1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5)
erhohte den basalen, den maximalen und den lang anhaltenden Anstieg des portalen
Perfusionsdruckes (p<0,05). In einem nichsten Experiment wurden BDL Tiere mit GdCl;
vorbehandelt (10 mg/kg KG intraperitoneal, 24 und 48 h vor Beginn des Versuches) um

die Kupfferzellen zu blockieren. AnschlieBend wurden sie mit LPS intraperitoneal
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vorbehandelt (1 mg/kg KG fiir 3 h) und Zymosan wurde von Minute 40 bis 46 wihrend der
isolierten Leberperfusion infundiert. Die Vorbehandlung mit GdCl; schwichte den Anstieg

des basalen, maximalen und lang anhaltenden Perfusionsdruckes signifikant ab (p<0,05).

5.2 Anstieg der Proteinexpression von TLR4 und MyD88 nach LPS
Vorbehandlung

Die Expression von TLR4 und dem Adapterprotein MyD88 wurde mittels Western Blot

und anschlieBender Quantifizierung analysiert. Eine intraperitoneale Vorbehandlung mit
LPS fiir 3 Stunden fiihrte bei BDL Ratten zu einer Hochregulation von TLR4 und MyD88
in der Leber. Dieser Effekt von LPS auf die hepatische TLR4 und MyD88 Expression

konnte durch Kupfferzellblockade mittels GdCl; verhindert werden.

Abb. 13:

TLR4

MyDSS @ s Sl  — —— —

B-Aktin .
BDL + BDL + (?;)C]; ++

3

NaCl LPS e

Anstieg der Expression von TLR4 und MyD88 nach Vorbehandlung mit LPS. Die
Proteinexpression (mittels Western Blot) von TLR4 und MyD88 war bei BDL Ratten mit
intraperitonealer LPS Vorbehandlung (1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5) im Vergleich zu BDL
Tieren aus der Kontrollgruppe (Vorbehandlung mit NaCl 0,9%, 1 mg/kg KG, n=5) erhoht.
Die erhohte Expression bei BDL Tieren mit LPS Vorbehandlung wurde durch eine
zusétzliche Vorbehandlung mit GdCl; (10 mg/kg KG, 24 und 48 h vor Beginn des
Experiments, n=5) zur Blockade der KCs abgeschwicht. 3-Aktin wurde als unabhingige

Kontrolle verwendet.
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Abb. 14: Anstieg der Expression von TLR4 und MyD88 nach Vorbehandlung mit LPS. Die

Ergebnisse des Western Blot wurden durch quantitative Analysen mit dem Programm

ImageJ (NIH, USA) bestitigt.

5.3 Erhohte Produktion von Vasokonstriktoren und ihre funktionelle Relevanz

Der Zymosan induzierte Anstieg des portalen Perfusionsdruckes war mit einer Zymosan
induzierten vermehrten Produktion der Vasokonstriktoren Thromboxan B, und Cysteinyl-
Leukotrienen vergesellschaftet. TXB, ist das stabile Abbauprodukt des sich sehr schnell
abbauenden TXA,. Der Anstieg einer vermehrten Ausschiittung von Vasokonstriktoren in
der BDL Gruppe war nur voriibergehend. In der Gruppe mit LPS Vorbehandlung konnte
jedoch eine lang anhaltende Erhohung der Ausschiittung von Vasokonstriktoren beider
Gruppen (TXB, und LTC4/D,4) beobachtet werden. Die initialen und maximalen Werte
von TXB; und Cys-LTs, die im effluenten Perfusat gemessen wurden, konnten durch eine

LPS Vorbehandlung erhoht werden.
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Erhohte Produktion von TXB, nach intraperitonealer Vorbehandlung mit LPS bei
Leberfibrose. Der Anstieg des portalen Perfusionsdruckes bei BDL Ratten nach Gabe von
Zymosan (0, Zy, 150 pg/ml, Minute 40-46, n=5) wurde von einer vermehrten Produktion
von TXB,, dem stabilen Abbauprodukt von TXA,, begleitet. Zusitzlich zu der durch
Aktivierung der Kupfferzellen mittels Zymosan (150 pg/ml, Minute 40-46, p<0,05)
ausgelosten Ausschiittung von TXB, wurde die TX Produktion durch eine Vorbehandlung

mit LPS (e, 1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5) nochmals gesteigert.
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Abb. 16: Erhohte Produktion von Leukotrien C4/D, nach intraperitonealer Vorbehandlung

mit LPS bei Leberfibrose. Der Anstieg des portalen Perfusionsdruckes bei BDL Ratten
nach Gabe von Zymosan (o, Zy, 150 ug/ml, Minute 40-46, n=5) wurde von einer
vermehrten Produktion von Cysteinyl-Leukotrienen begleitet. Zusitzlich zu der durch
Aktivierung der Kupfferzellen mittels Zymosan (150 pg/ml, Minute 40-46, p<0,05)
ausgelosten Ausschiittung, wurde die LTC,/D4 Produktion durch eine Vorbehandlung mit

LPS (e, 1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5) nochmals gesteigert.

Die funktionelle Relevanz der Ausschiittung dieser Vasokonstriktoren wurde durch die
Gabe des LT Rezeptorantagonisten Lyl171883, des LT Synthaseinhibitors MK-886 und
des TX Rezeptorantagonisten BM 13.177 untersucht. Die Blockade des LT Rezeptors
schwiichte sowohl den durch Zymosan ausgelosten maximalen schnellen, als auch den
lang anhaltenden Anstieg des portalen Perfusionsdruckes deutlich ab. Das gleiche
Ergebnis wurde durch Gabe des TX Rezeptorantagonisten BM 13.177 erreicht. Der lang
anhaltende und auch der maximale, durch Zymosan induzierte, Pfortaderdruckanstieg
konnten durch eine zusédtzliche Infusion von BM 13.177 gesenkt werden. Die
intraperitoneale Vorbehandlung iiber 3,5 Stunden mit dem LT Synthaseinhibitor MK-886
fiihrte zu einer Absenkung des basalen, maximalen und lang anhaltenden Anstiegs des

portalen Perfusionsdruckes.
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Abb. 17: Funktionelle Rolle der Vasokonstriktoren. Durch Kupfferzellaktivierung mittels

Zymosan (150 pg/ml, Minute 40-46, n=5) erhohte sich bei BDL Tieren der portale
Perfusionsdruck. Die intraperitoneale Gabe von LPS (1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5) erhohte
den basalen, maximalen und lang anhaltenden portalen Perfusionsdruck (*p<0,05, #p<0,05,
$p<0,05). Im gleichen Versuchsaufbau fiihrte die zusitzliche Infusion des LT C,/D,
Rezeptorantagonisten Ly171883 (20 uM, Minute 30-60, n=5) oder des TXA,
Rezeptorantagonisten BM 13.177 (20 uM, Minute 30-60, n=5) zu einer Absenkung des
akuten (*p<0,05, #p<0,05) und lang anhaltenden (**p<0,05, **p<0,05) Anstiegs des
portalen Perfusionsdruckes. Die Gabe des LT Synthaseinhibitors MK-886 (0,6 mg/kg KG
intraperitoneal, 30 Minuten vor der LPS Gabe) verringerte den basalen (**p<0,05), den

FHHHE

maximalen (**p<0,05) und den lang anhaltenden (***p<0,05) Anstieg des portalen

Perfusionsdruckes.

5.4 Unverinderte Empfindlichkeit auf Vasokonstriktoren nach LPS
Vorbehandlung

Im Gegensatz zu der Produktion der Vasokonstriktoren, die sich durch LPS erhohen lief,
wurde die Empfindlichkeit auf Vasokonstriktoren durch eine LPS Vorbehandlung fiir 3

Stunden nicht beeinflusst.
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Die Infusion des TX Analogons U46619 fiihrte zu einem voriibergehenden Anstieg des
portalen Perfusionsdruckes bei BDL Ratten. Weder der maximale noch der lang

anhaltende portale Perfusionsdruck wurde durch die Vorbehandlung mit LPS beeinflusst.
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Abb. 18: LPS intraperitoneal hat keinen Einfluss auf die vasokonstriktorische Antwort. Die

Infusion des TX Analogons U46619 (0,1 uM, Minute 40-46, n=5) erhohte den portalen
Perfusionsdruck (**p<0,008) bei Tieren mit bilidrer Fibrose. Dieser Druckanstieg wurde
durch eine intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS (1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5) nicht

weiter erhoht.

Wie bei der Gabe von U46619, fithrte auch die Infusion von LTC,4 zu einer transienten
Erhohung des Pfortaderdruckes. Der maximale Perfusionsdruck nach Gabe von LTC4 war

etwas niedriger als nach der Infusion von U46619. Abermals wurde weder der maximale
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noch der lang anhaltende portale Perfusionsdruckanstieg, der durch LTC, ausgelost

wurde, durch die Vorbehandlung mit LPS beeinflusst.
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Abb. 19: LPS intraperitoneal hat keinen Einfluss auf die vasokonstriktorische Antwort. Die

Gabe von LTC, (20 nM, Minute 40-46, n=5) fiihrte zur einer Erhohung des portalen
Perfusionsdruckes (**p<0,008). Eine intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS (1 mg/kg

KG fiir 3 h, n=5) dnderte den Anstieg des portalen Perfusionsdruckes nicht.

5.5 Effekte von LPS auf den Pfortaderdruck in vivo

Die Ergebnisse aus der isolierten Leberperfusion wurden durch in vivo Experimente
bestitigt. Der Druck in der Pfortader war in der BDL Gruppe mit LPS Vorbehandlung
hoher als in der BDL Gruppe ohne LPS Vorbehandlung. Die intraportale Gabe von

Zymosan oder LPS wihrend des Experiments erhohte den portalen Pefusionsdruck. Die
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absolute Spanne des Druckanstieges nach Zymosan oder LPS Infusion war vergleichbar,
sowohl in der Gruppe ohne, als auch in der Gruppe mit LPS Vorbehandlung. Allerdings
war der absolute Wert des maximalen portalen Perfusionsdruckes in der Gruppe mit LPS
Vorbehandlung hoher als in der Gruppe ohne LPS Vorbehandlung. Auch der lang
anhaltende durch Zymosan oder LPS ausgeloste Anstieg des Pfortaderdruckes wurde
durch eine intraperitoneale LPS Vorbehandlung vor der intraportalen Gabe von Zymosan
oder LPS signifikant erhoht. Der mittlere arterielle Druck (MAP) sank durch die
intraperitoneale LPS Vorbehandlung leicht, aber nicht signifikant, ab. Die zusitzliche
intraportale LPS Gabe wihrend des Experimentes beeinflusste den mitteleren arteriellen

Druck nicht, wohingegen die intraportale Infusion von Zymosan den MAP erniedrigte.
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Abb. 20: In vivo Effekt von LPS intraperitoneal fiir 3 h und einer zusétzlichen intraportalen

Zymosan Gabe. LPS intraperitoneal (e, 1 mg/kg KG fiir 3 h, n=5, **p<0,05) verldangerte
im in vivo Versuch den transienten Anstieg des Pfortaderdruckes zu einem lang
anhaltenden Druckanstieg nach intraportaler Infusion von Zymosan (m, 3,2 mg/min,
Minute 0-6, n=7, *p<0,05). Kontrollexperimente mit einer Stabilisierungszeit von 10
Minuten und einer anschlieBenden Beobachtungsperiode von 40 Minuten zeigte keine

Verinderung des portalen Druckes (A, n=4).
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Abb. 21: In vivo Effekt von LPS intraperitoneal fiir 3 h und einer zusitzlichen intraportalen

LPS Gabe. Anschliefend an die intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS (1 mg/kg KG fiir
3 h) wurde bei fibrotischen Lebern in in vivo Experimenten zusitzlich LPS iiber die
Pfortader infundiert (e, **p<0,05, n=5). Im Vergleich zu den Experimenten ohne LPS
Vorbehandlung (m, n=5) waren der basale und der maximale Pfortaderdruck aber auch der
Pfortaderdruck am Ende der Beobachtungsperiode von 40 Minuten erhoht. Die intraportale
LPS Infusion alleine (m, *p<0,05, n=5) fithrte zu einer akuten Druckerhéhung und zu

einem Anstieg des Pfortaderdruckes am Ende der Beobachtungszeit von 40 Minuten.

5.6 Effekte der Behandlung mit Montelukast auf portale Hypertonie bei BDL und
TAA Ratten in vivo

Sowohl TXA; als auch LTC, scheinen eine wichtige Rolle bei portaler Hypertonie durch
intrahepatische Vasokonstriktion zu spielen. Die Behandlungsoptionen mit einem TXA,
Rezeptorantagonisten bei Patienten mit Leberzirrhose sind wegen seiner starken Wirkung
auf die Blutgerinnung limitiert. Im Gegensatz dazu konnte die Gabe des
Leukotrienrezeptorantagonisten Montelukast, welcher sich schon in der Asthmatherapie
bewihrt hat, eine vielversprechende Therapieoption bei Patienten mit Leberzirrhose
darstellen. Deswegen wurde die Wirksamkeit von Montelukast untersucht, den
Pfortaderdruck im in vivo Modell zu senken. Dieses wurde an zwei unterschiedlichen

Zirrhosemodellen der Ratte durchgefiihrt, dem BDL und dem TAA Modell. Eine
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intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS wurde bei dieser Versuchsreihe nicht

durchgefiihrt.

5.6.1 Effekte von Montelukast auf Histologie und Serumparameter

Die EvG Firbung der Rattenlebern zeigte Zeichen einer typischen bilidren Fibrose nach
Gallengangsligatur (BDL) und nach TAA Gabe war histologisch eine schwere Zirrhose zu

erkennen.

BDL

TAA
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Abb. 22: Histologische Analyse der Rattenlebern vier Wochen nach Gallengangsligatur und
nach 18-wochiger TAA Behandlung. In der EvG Férbung zeigte sich bei BDL Tieren das
typische Bild eine bilidren Fibrose. Nach Behandlung mit TAA iiber 18 Wochen zeigten

sich histologisch die Charakteristika einer schweren Zirrhose.

Die Tiere bekamen entweder eine Kontrolldidt (C1000) oder ein Futtermischung aus
C1000 und Montelukast. Die Leber- und Nierenfunktion wurde in allen

Behandlungsgruppen durch Serumanalysen am Ende der Experimente kontrolliert.

Natrium, Kalium, Kreatinin, Bilirubin, Alaninaminotransferase (ALT),

Aspartataminotransferase (AST), alkalische Phosphatase und y-GT Werte und der
Fibrosegrad wurden durch eine Behandlung mit Montelukast nicht beeinflusst (BDL-
C1000 versus BDL-C1000/Montelukast, TAA-C1000 versus TAA-C1000/Montelukast).

BDL + BDL + TAA + TAA +
C1000 C1000/Montelukast | C1000 C1000/Montelukast
Natrium 142 +4 137+6 141 5 139+3
(mmol/l)
Kalium 4,2+0,3 4,3+0,8 4,0 +0,9 4,0 +0,5
(mmol/l)
Kreatinin 0,3+0,1 0,3+0,1 0,4 +0,1 0,3+0,1
(mg/dl)
Bilirubin 82+1,3* |(7,6+1,7% 0,5 +0,2 0,4+0,3
(mg/dl)
AST (UN) 545 £ 36%* | 498 + 39** 157 £13%* | 143 £17%*
ALT (UN) 134 +29%* | 138 + 24%%* 142 £ 21%* | 145 + 14%*
yGT (UN) 31+5,2 32+43 18 £3,5 17 £2,7
aP (UN) 650 + 23%% | 672 £ 40** 712 £ 40%* | 634 + 40**
Tab. 3: Serumparameter. Gallengansligierte Tiere (BDL, 4 Wochen) und Tiere mit

Thioacetamidbehandlung (TAA, 18 Wochen) erhielten die Kontrolldidt C1000 oder C1000
gemischt mit Montelukast, um Leukotrienrezeptoren zu blockieren. Bilirubin war nur bei
BDL Tieren erhoht (*), nicht bei TAA Ratten. Die Werte AST, ALT und aP waren bei
allen Tieren mit Zirrhose erhoht (**). Die Behandlung mit Montelukast verdnderte die

Serumparameter weder in der einen, noch in der anderen Zirrhosegruppe.
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Die Expression des Cys-LT; Rezeptors in der Western Blot Analyse war bei BDL und
TAA Tieren erhoht.

—————.. A ——— ———.—
Rezeptor

B-Aktin — | I, . o, et

sham BDL TAA

Abb. 23: Die Expression des Cys-LT; Rezeptors wurde mittels Western Blot analysiert. Es
zeigte sich eine erhohte Expression bei BDL und TAA Tieren im Vergleich zu sham-

operierten Tieren.

5.6.2 Effekt von Montelukast auf portale Hypertonie

Die Behandlung mit Montelukast fiir 10 Tage erniedrigte den basalen Pfortaderdruck in
beiden Tiermodellen der Zirrhose. Der Pfortaderdruck stieg in beiden Zirrhosemodellen
nach der Gabe von B-Glukan-reichem Zymosan oder LPS stark an. Der absolute Anstieg
des Pfortaderdruckes und folglich auch der maximale Druck in der Pfortader wurde

sowohl in der BDL als auch in der TAA Gruppe durch die Gabe von Montelukast gesenkt.
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Die Behandlung mit Montelukast beim BDL Tiermodell erniedrigte den basalen
Pfortaderdruck und schwichte den Kupfferzellvermittelten Anstieg des
Pfortaderdruckes ab. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung.
Bei den Ratten wurde eine Gallengangsligatur 28 Tage vor dem Experiment durchgefiihrt.
Die erste Gruppe bekam eine Kontrolldidt mit dem Futter C1000, gefolgt von einer
Infusion entweder mit gelostem NaCl 0,9 % (n=5), mit Zymosan (n=7) oder LPS (n=7).
Die zweite Gruppe erhielt das Kontrollfutter C1000, welches von Tag 18 bis 28
Montelukast (durchschnittlich 0,125 mg/kg KG pro Tag) enthielt. Diese orale Behandlung
erniedrigte den basalen Pfortaderdruck, den absoluten Anstieg des Pfortaderdruckes und
den maximalen Pfortaderdruck nach KC Aktivierung mittels Zymosan, (intraportal 3,2
mg/min, Minute O bis 6, maximaler gemessener Pfortaderdruck in Minute 6, n=5) oder
LPS intraportal (4 mg/kg KG, 100ul/min, Minute O bis 6, maximal gemessener

Pfortaderdruck in Minute 6, n=5).
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Die Behandlung mit Montelukast beim TAA Tiermodell erniedrigte den basalen
Pfortaderdruck und schwichte den Kupfferzellvermittelten Anstieg des
Pfortaderdruckes ab. Die Daten sind dargestellt als Mittelwert + Standardabweichung.
TAA wurde mit dem Trinkwasser fiir 126 Tage verabreicht. Die Kontrollgruppe wurde mit
dem Futter C1000 gefiittert. Wihrend des Experiments wurde entweder gelostes NaCl
0,9% (n=5), Zymosan (n=5), oder LPS (n=5) infundiert. Die andere Gruppe bekam das
Kontrolfutter C1000, das von Tag 116 bis 126 Montelukast enthielt. Die Behandlung mit
Montelukast erniedrigte den basalen Pfortaderdruck, den absoluten Anstieg des Druckes
und den maximalen Pfortaderdruck nach KC Aktivierung mittels Zymosan (n=7) oder LPS

(n=7).
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C1000 C1000 + Montelukast
BDL-Zymosan 9,2 +1,7 cm HO 5,3 +1,4*% cm H,O
BDL-LPS 5,4 +1,2 cm H,O 3,1 £1,1* cm H,O
TAA-Zymosan 10,3 £ 1,8 cm H,0 7,3 £ 1,4* cm H,O
TAA-LPS 7,1 £1,7 cm H,O 4,1 £1,9%* cm H,O
Tab. 4: Wirkung von Montelukast auf den Pfortaderdruck. Die Behandlung mit Montelukast

fir 10 Tage senkte den absoluten Anstieg des Pfortaderdruckes (Differenz pmax - Pmin)
sowohl bei BDL als auch bei TAA Tieren signifikant (¥p<0,05).

Montelukast senkte der Pfortaderdruck, allerdings wurde der mittlere arterielle Druck von

einer Behandlung mit Montelukast nicht beeinflusst. Die Aktivierung von Kupfferzellen

mittels Zymosan erniedrigte den MAP in beiden Zirrhosemodellen, sowohl in der Gruppe

mit C1000 Kontrolldidt, als auch in der Gruppe, die mit C1000/Montelukast gefiittert

wurde.

Mittlerer arterieller Druck (mmHg) Minute 5 Minute 6 Minute 40
BDL

C1000 + Zymosan 116 + 14 107 =12 82 + 9%
C1000/Montelukast + Zymosan 112 + 12 108 £ 10 97 + 8%
C1000 + LPS 110 £12 112 +£7 1157
C1000/Montelukast + LPS 114+ 11 115+£12 117 £ 15
TAA

C1000 + Zymosan 110 £ 14 93 +12 75 + 9%
C1000/Montelukast + Zymosan 112 + 12 90 +9 83 +11*
C1000 + LPS 109 + 14 110 £ 12 112 £12
C1000/Montelukast + LPS 112 £ 15 114 +8 111 + 14
Tab. 5: Mittlerer systemischer arterieller Druck. In vivo Messung des MAP bei

gallengangsligierten Tieren (BDL, 4Wochen) und TAA behandelten Tieren (TAA, 18

Wochen), die mit einer Kontrolldiit C1000 mit oder ohne Zugabe des CysLT,

Rezeptorantagonisten Montelukast gefiittert wurden. Der mittlere systemische arterielle

Druck sank nur bei den Tieren ab, die zusitzlich mit Zymosan behandelt wurden (¥p<0,05)
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6 Diskussion

Ziel der dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente war es, die Auswirkungen einer
intraperitonealen Vorbehandlung mit LPS auf den Pfortaderdruck und die damit in
Verbindung stehenden Kupfferzell-abhingigen Mechanismen zu untersuchen. Auflerdem
sollte die Rolle der beteiligten Vasokonstriktoren evaluiert werden, um neue
therapeutische Ansatzpunkte zu finden. Mit der Gabe des Leukotrienrezeptorantagonisten
Montelukast wurde eine mogliche neue Therapieoption fiir Patienten mit Leberzirrhose
und portaler Hypertension in zwei unterschiedlichen Rattenmodellen der Zirrhose

untersucht.

Die verwendeten Versuchsanordnungen dieser Arbeit lieferten folgende Ergebnisse:

Teil I:

1) Die intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS fiir 3 h bei BDL Tieren erhchte den
basalen Pfortaderdruck und verldngerte den Pfortaderdruckanstieg, der durch eine
zweite Gabe von LPS oder Zymosan ausgeldst wurde, von einem voriibergehenden
zu einem lang anhaltenden Druckanstieg.

2) Nach der Vorbehandlung mit LPS war die Expression von TLR4 und dem
Adapterprotein MyD88 in der Leber erhoht und es kam zu einer verstirkten
Ausschiittung der Vasokonstriktoren TX und LT.

3) Im Gegensatz dazu verdndert eine LPS Vorbehandlung die Ansprechbarkeit auf
TX oder LT nicht.

Teil II:
1) Die Behandlung mit Montelukast verringerte die portale Hypertonie in zwei
verschiedenen Rattenmodellen der Zirrhose und verhinderte den kupfferzell-

abhédngigen Anstieg des Pfortaderdruckes.

Diese Ergebnisse wurden zunichst im Rahmen des Modells der isoliert perfundierten
Rattenleber erarbeitet. Um die Bedeutung dieser Daten am Gesamtorganismus zu
iberpriifen, wurden danach in vivo-Experimente durchgefiihrt. Fiir die Untersuchungen
wurden sham-operierte Tiere und gallengansligierte Tiere (BDL) verwendet. Fiir die

Montelukast Experimente wurden als zweites Modell der Zirrthose TAA Tiere eingesetzt.
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Als Kiriterien fiir das Vorliegen einer Zirrhose dienten die Serumparameter aP, yGT,
Bilirubin, AST (GOT) und ALT (GPT), Aszitesbildung, charakteristische Verinderung

der Histologie der Leber und erhohter Portaldruck in vivo.

6.1 Effekte der Vorbehandlung mit LPS auf den portalen Druck

Die initialen Experimente zeigten, dass der basale portale Perfusionsdruck in sifu und der
Pfortaderdruck in vivo bei BDL Ratten hoher war, als bei sham-operierten Tieren. Die
intraperitoneale Gabe von LPS fiir 3 Stunden erhohte den Anstieg des basalen
Pfortaderdruckes noch weiter. AuBlerdem fiihrte die LPS Vorbehandlung zusitzlich zu
einer Erweiterung des voriibergehenden Druckanstieges durch Gabe von Zymosan oder
LPS zu einem lang anhaltenden Druckanstieg. Diese Effekte konnten bei Tieren mit
Fibrose 4 Wochen nach Gallengansligatur beobachtet werden. Die intraperitoneale Gabe
von LPS hatte keinen Einfluss auf den portalen Perfusionsdruck bei sham-operierten

Tieren.

Dieser experimentelle Ansatz konnte auch im klinischen Alltag eine grofle Rolle spielen.
Es ist bekannt, dass Patienten mit Leberzirrhose auch hiufig an einer spontan bakteriellen
Peritonitis (SBP) erkranken (Caly und Strauss, 1993). Um eine SBP zu simulieren,
bekamen Ratten mit Leberzirrhose LPS intraperitoneal appliziert. Bei Ratten mit
Leberzirrhose ist das Auftreten von bakterieller Translokation charakteristisch, die als
pathophysiologischer Ausloser der SBP betrachtet wird (Neugebauer et al., 2008).
Interessanterweise beeinflusste die intraperitoneale Gabe von bakteriellen Endotoxinen
den portalen Druck und verstirkte zusétzlich die Antwort auf mikrobielle Komponenten,
die die Leber iiber die Pfortader erreichten. Es sind verschiedene Wege vorstellbar, wie
bakterielle Bestandteile als ,,second hit*“ in die Pfortader gelangen. Zum einen kdnnten
bakterielle Produkte als Konsequenz der SBP den systemischen Blutfluss erreichen und
somit zur Leber gelangen. Zum anderen haben Patienten mit Leberzirrhose eine erhohte
Darmpermeabilitdt bei gleichzeitig erniedrigter Darmmotilitit. Dies kann dazu fiihren,
dass es zur bakteriellen Kontamination der Pfortader durch Translokation von
Darmbakterien zu mesenterialen Lymphknoten kommt (Garcia-Tsao und Wiest, 2004).
Zusitzlich haben Patienten mit Leberzirrhose ein beeintrachtigtes Immunsystem und es ist

wahrscheinlich, dass sie deswegen haufiger an bakteriellen Infektionen leiden.
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6.2 Kupfferzell-abhiingige Effekte der intraperitonealen LPS Gabe

Die gleichzeitige Behandlung mit dem Kupfferzell-depletierenden Agens GdCl; reduzierte
den basalen, maximalen und lang anhaltenden Anstieg des portalen Perfusionsdruckes, der
durch eine Vorbehandlung mit LPS ausgelost wurde. So deutet sich an, dass die durch
eine LPS Vorbehandlung ausgelosten Effekte hauptsidchlich Kupfferzell-vermittelt waren.
GdCl; wurde schon in verschiedenen Studien verwendet, um Kupfferzellen zu blockieren
(Krohn et al., 2009, Tejima et al., 2004). Der Kupfferzell-abhéngige und lang anhaltende
Anstieg des portalen Perfusionsdruckes im Anschluss an eine Vorbehandlung mit LPS
stimmte mit den Ergebnissen vorangegangener Studien iiberein (Miller et al., 2007). In der
fritheren Studie fiihrte eine Vorbehandlung mit LPS fiir sechs Stunden bei prifibrotischen
Ratten mit einer Gallengangsligatur iiber eine Woche zu einem Anstieg des basalen,
maximalen und lang anhaltenden portalen Perfusionsdruckes. In der vorliegenden Arbeit
hatten die Ratten 4 Wochen nach Gallengangsligatur eine ausgeprigte Leberfibrose und

das Ausmal der portalen Hypertonie wurde sowohl in situ als auch in vivo ermittelt.

AuBlerdem wurde die zusitzliche intraportale Gabe von zwei unterschiedlichen
mikrobiellen Produkten, Zymosan und LPS, untersucht. Dass die Antwort des portalen
Druckes auf diese mikrobiellen Bestandteile nach der intraperitonealen Vorbehandlung
mit LPS fiir 3 Stunden verstéarkt war, lasst eine veranderte Reaktion der beteiligten Zellen
als Konsequenz der LPS Vorbehandlung vermuten. Diese Hypothese wurde mittels
Western Blot Analysen aus Leberhomogenisat tiberpriift. Die Proteinexpression von TLR4
und seinem Adapterprotein MyD88 war in fritheren Studien bei BDL Tieren, im Vergleich
zu sham-operierten Tieren, erhoht (Seki et al., 2007). Interessanterweise lief sich in dieser
Arbeit zeigen, dass eine Vorbehandlung mit LPS fiir 3 Stunden bei BDL Lebern zu einer
weiteren Hochregulation von TLR4 und MyD88 fiihrte. Dieser LPS induzierte Anstieg der

Expression lie} sich durch eine Vorbehandlung mit GdCl; abschwichen.

In der Leber werden TLR4 und MyD88 auf Kupfferzellen, Sinusendothelzellen und
hepatischen Sternzellen exprimiert (Bilzer et al., 2006, Uhrig et al., 2005, Guo et al.,
2009). Kupfferzellen sind in groBem MaBe an der Produktion von Vasokonstriktoren in
den kleinen intrahepatischen Blutgefien beteiligt, die nach Aktivierung von

Kupfferzellen ausgeschiittet werden und zu einer Erhohung des Pfortaderdruckes fiihren
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(Steib et al., 2007, Xu et al., 2005). Die Effekte, die in dieser Arbeit beobachtet wurden,
scheinen vor allem Kupfferzell-abhingig zu sein, da es mit der Gabe von GdCl; gelang,

die Expression von TLR4 und MyD88 nach LPS Vorbehandlung zu erniedrigen.

6.3 Produktion und Ansprechbarkeit von Vasokonstriktoren nach LPS
Vorbehandlung

Die Zellen die durch intrahepatische Vasokonstriktoren am meisten beeinflusst werden,
sind hepatische Sternzellen und Myofibroblasten (Zhou et al., 2006, Trebicka et al., 2010,
Trebicka et al., 2007, Reynaert et al., 2002). Der Mechanismus der Kontraktion dieser
Zellen kann in einen Ca®*-abhiingigen und einen Ca’*-unabhingigen, Rho-Kinase
abhéngigen, Signalweg unterteilt werden. Es wurde gezeigt, dass beide Signalwege in der
zirrhotischen Leber hochreguliert werden. Allerdings scheint der Ca** -unabhingige Rho-
Kinase Signalweg von groflerer Relevanz bei der zirrhotischen Leber zu sein (Laleman et
al., 2007). Es wurde gezeigt, dass es bei BDL Ratten zu einer Hochregulation von RhoA
und Rho-Kinase kommt (Zhou et al., 2006). Dennoch wird in der Literatur weiterhin
kontrovers dariiber diskutiert, ob der Pfortaderdruckanstieg nach Thromboxan- und
Cysteinyl-Leukotrienausschiittung durch den Ca’*-abhingigen oder -unabhingigen

Mechanismus vermittelt wird (Steib et al., 2010, Titos et al., 2000, Reynaert et al., 2008).

Es wurde die Produktion von Vasokonstriktoren nach Vorbehandlung mit LPS untersucht.
AuBlerdem wurde untersucht ob sich die Empfindlichkeit auf die Gabe von
intrahepatischen Vasokonstriktoren durch eine Vorbehandlung mit LPS veridndert. Nach
den voran gegangenen Ergebnissen konnte man einen erhohten Druckanstieg nach LPS
Vorbehandlung erwarten. Eine Vorbehandlung mit LPS erhohte die Produktion von zwei
wichtigen Vasokonstriktoren: Thromboxan und Cysteinyl-Leukotrienen. Die erhohte
Produktion von Thromboxan nach LPS Vorbehandlung wurde schon frither beschrieben
(Xu et al., 2005), wohingegen, soweit bekannt, die erhohte Produktion von Leukotrienen
nach LPS Vorbehandlung noch nicht beschrieben wurde. Der Effekt von Antagonisten des
Leukotrien- und des Thromboxanrezeptors, sowie eines Leukotriensynthaseinhibitors auf
den portalen Perfusionsdruck zeigte die funktionelle Relevanz der erhohten Produktion
von Vasokonstriktoren. Es kam zu einer deutlichen Abschwichung des Druckanstiegs in
der Pfortader. Die groBle Bedeutung des Thromboxanrezeptors fiir die hepatische

Mikrozirkulation wurde schon frither gezeigt (Steib et al., 2007, Katagiri et al., 2008). Wie
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in der vorliegenden Arbeit dargestellt wird, konnten Cysteinylleukotriene und ihre
Rezeptoren von dhnlicher Relevanz fiir die hepatische Mikrozirkulation sein, denn durch
die Hemmung der Leukotriensynthese wurde der Anstieg des portalen Perfusionsdruckes
erniedrigt. Im Gegensatz zu Thromboxanantagonisten haben Inhibitoren der
Leukotriensynthese den Vorteil, dass sie keine nachteilige Wirkung auf die Blutgerinnung
haben. Sie konnten deswegen eine vielversprechende Behandlungsmoglichkeit zusitzlich

zu der frithen antibiotischen Therapie bei Patienten mit SBP darstellen.

Vorliegende Arbeit zeigt, dass sowohl die Infusion des Thromboxananalogons U46619 als
auch die direkte Gabe von LTC,, wie schon friither beschrieben (Titos et al., 2000), zu
einem Anstieg des portalen Perfusionsdruckes fiihrte. Interessanterweise wurde diese
Antwort durch eine LPS Vorbehandlung bei BDL Ratten allerdings nicht beeinflusst.

Soweit bekannt, ist dies bislang nicht untersucht worden.

6.4 Effekt der Behandlung mit dem Leukotrienrezeptorblocker Montelukast

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Annahme zu, dass es nach Aktivierung von KCs
durch LPS zu einer Ausschiittung der Vasokonstriktoren Thromboxan und Cysteinyl-
leukotrienen kommt und dies zu intrahepatischer Vasokonstriktion und zu einer
Verstdrkung der portalen Hypertension fiihrt. Basierend auf diesen pathophysiologischen
Erwidgungen und der Tatsache, dass sich Thromboxanantagonisten wegen der
Beeinflussung der Blutgerinnung nicht gut als therapeutische Option eignen, wurde in
dieser Arbeit eine Therapie mit Montelukast an zwei verschiedenen Rattenmodellen der

Leberzirrhose untersucht.

Montelukast wirkt als kompetitiver Inhibitor durch Bindung am CysLT; Rezeptor
(Riccioni et al., 2007). Sowohl LTC, als auch LTD4 binden an den Cys-LT; Rezeptor
(Capra et al.,, 2006). Die Tagesdosis von Montelukast wurde in Anlehnung an die
Standarddosis ermittelt, die man beim Menschen in der Asthmatherapie verwendet (10
mg/Tag fiir einen Mann mit ca. 80 kg/KG, folglich: 0,125 mg/kg KG pro Tag). Die Daten
zeigten, dass die Expression des Cys-LT; Rezeptors bei BDL und TAA Leber
hochreguliert wird. Dementsprechend fiihrte eine Behandlung mit Montelukast fiir 10

Tage in beiden Modellen der Zirrhose zu einer Absenkung des basalen Pfortaderdruckes,

56



des absoluten Zymosan induzierten Anstieg des Pfortaderdruckes und des maximalen
Pfortaderdruckes nach Aktivierung der Kupfferzellen mit zwei verschiedenen Aktivatoren.
Der Effekt von Montelukast war unabhéngig von dem gewéhlten Zirrhosemodell der Ratte
zu beobachten, jedoch war der Effekt bei dem TAA Modell deutlicher ausgeprigt. Eine
signifikante Menge von Leukotrienen wird durch Sekretion in die Galle eliminiert und die
relative Menge von LTDy, die in die Galle ausgeschieden wird, ist im TAA Modell erhoht
(Muller et al., 1996). Deswegen ist die kompetitive Hemmung des CysLT; Rezeptors mit
dem weniger potenten LTD; in dem TAA Modell mit intaktem Gallengang leicht zu
erreichen. Allerdings war die Behandlung mit Montelukast sogar bei einer zu Grunde

liegenden Lebererkrankung, die den Gallengang betrifft, trotzdem wirksam.

In fritheren Studien wurden beobachtet, dass die Wirkung des CysLT; Rezeptorinhibitors
MK-571 gering war und dass der Effekt viel weniger ausgepridgt war als bei AA-861
(Graupera et al., 2002). AA-861 ist ein Inhibitor der 5-Lipoxygenase und verhindert so die
Leukotriensynthese. Der Unterschied zu den Ergebnissen in der vorliegenden Arbeit, wo
durch die Gabe eines CysLT; Rezeptorinhibitors signifikante Effekte erzielt wurden, ldsst
sich eventuell mit der Verwendung eines anderen Perfusionsmodelles (rezirkulierend) und
eines anderen Tiermodelles (CCly) in der oben erwihnten Studie erkldren. In der Studie
von Graupera et al. konnten Leukotriene, die von der Leber kommen und in dem
rezirkulierenden Perfusionssystem akkumulieren, den Effekt von MK-571 abschwichen.
Allerdings war die Gabe des 5-Lipoxygenaseinhibitors effektiv und unterstiitzt damit die
These, dass das Leukotriensystem einen neuen therapeutischen Angriffspunkt in der

Behandlung der portalen Hypertension darstellt.

Der systemische Blutdruck wurde durch die Behandlung mit Montelukast in den
Rattenmodellen der Leberzirrhose nicht beeinflusst (Tab. 5). Allerdings fiihrte die Gabe
des B-Glukan-reichen Zymosans zu einer Absenkung des systemischen Blutdrucks, wie
schon beschrieben wurde (Steib et al., 2007). Dieser Effekt wurde nach Gabe von LPS
nicht beobachtet. Eine mogliche Erklarung fiir den beobachteten Abfall des systemischen
Blutdrucks konnte der systemische Effekt von Zytokinen darstellen, die von
immunologischen Zellen, wie zum Beispiel Kupfferzellen oder Leukozyten, nach der
Aktivierung durch mikrobielle Bestandteile ausgeschiittet werden. Der Anstieg des
Pfortaderdrucks war nach der Gabe von Zymosan hoher als nach der Infusion von LPS.

Eventuell wiirden hohere Dosen von LPS den Pfortaderdruck ebenfalls in dem Male
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erhohen, in dem es nach der Gabe von Zymosan der Fall ist. Somit konnte auch LPS zu
einer Absenkung des systemischen Blutdrucks fiihren, wie es bei der Sepsis der Fall ist.

Eine Schiadigung der zirrhotischen Leber durch die Behandlung mit Montelukast wurde
durch die Beurteilung von Serumparameter ausgeschlossen (Tab. 3), die nach der

Behandlung unverindert waren.

Neue Studien an Kindern mit Asthma haben gezeigt, dass das klinische und
laborchemische Sicherheitsprofil von Montelukast mit dem der Placebogruppe zu
vergleichen ist (Bisgaard et al., 2009). Der gro3e Vorteil einer Montelukastbehandlung im
Vergleich zu einer Behandlung mit einem Thromboxaninhibitor ist, dass die
Blutgerinnung durch Montelukast nicht beeinflusst wird. Dies ist von signifikanter
Bedeutung bei der Behandlung von Patienten mit Leberzirrhose, die haufig schon wegen

ihrer Grunderkrankung unter Stérungen der Blutgerinnung leiden.
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7 Zusammenfassung

Eine der hiufigsten Infektionen bei Patienten mit Leberzirrhose und portaler Hypertonie
ist die spontan bakterielle Peritonitis (SBP). Folge der SBP bei vorbestehender portaler
Hypertonie ist oftmals eine Varizenblutung, die die Mortalitdt der Patienten signifikant
erhoht. Die Pathophysiologie der portalen Hypertonie ist nicht im Detail geklért. Die
Behandlungsmoglichkeiten SBP-assoziierter Komplikationen der Leberzirrhose wie

Varizenblutungen oder eine Verschlechterung der Nierenfunktion sind begrenzt.

Im Teil I der Arbeit wird im Tiermodell eine SBP durch die intraperitoneale Behandlung
mit LPS simuliert und die Wirkung von LPS bei Leberzirrhose untersucht. Nach
intraperitonealer Vorbehandlung mit LPS und einer darauffolgende Aktivierung der
Kupfferzellen bei vorliegender Leberzirrhose kommt es zu einer vermehrten Produktion
von intrahepatischen Vasokonstriktoren, vor allem von Thromboxan A, und Cysteinyl-
Leukotrienen. Diese fiihren durch intrahepatische Vasokonstriktion zu einer Erhhung des
Pfortaderdruckes. Als Mechanismus fiir die Druckerhohung konnte der TLR-Signalweg
eine Rolle spielen, da die Expression von TLR4 und MyD88 in zirrhotischen Lebern
erhoht ist. Es ist zu vermuten, dass iiber diesen Signalweg eine LPS Uberempfindlichkeit
vermittelt wird. Die gewonnenen Daten am Tiermodell geben neue Hinweise auf die
Pathogenese der portalen Druckerhéhung nach SBP. Diese konnte auch bei Patienten mit
Leberzirrhose durch eine plotzliche massive Konfrontation mit LPS im Rahmen einer SBP
zu einer schwerwiegenden Verschlechterung einer bestehenden portalen Hypertonie und

in Folge zu einer Varizenblutung fiihren.

Da die Therapieoptionen limitiert sind und die Mortalitit durch eine SBP signifikant
steigt, sind neue Therapieoptionen besonders wichtig. Ein Ansatzpunkt konnte eine
Blockade der Rezeptoren der ausgeschiitteten Vasokonstriktoren sein, da diese
malgeblich zu einer Erhohung des Pfortaderdruckes fithren. Im Teil II der Arbeit zeigt
sich, dass der Leukotrienrezeptorblocker Montelukast zu einer Senkung des
Pfortaderdruckes in zwei verschiedenen Rattenmodellen bei Leberzirrhose fiihrt.
AuBerdem gelang es durch die Gabe von Montelukast, den akuten Druckanstieg nach
Infusion von TLR-Aktivatoren zu senken. Auf Grund der vorliegenden Ergebnisse kann
Montelukast eine wichtige Therapieoption bei Leberzirrhose-assozierten bakteriellen

Infektionen und portaler Hypertonie darstellen.
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Intraperitoneale LPS Aktivierung von Kupfferzellen
Vorbehandlung mit Zymosan oder LPS

Aktivierbarkeit 1 TLR4 1

Bildung von
Cys-LT

Anstieg des

portalen Druckes

Kupfterzelle

v

Bildung von
TXA,

Abb. 26: Zusammenfassung I: Die intraperitoneale Vorbehandlung mit LPS fiihrt iiber eine
erhohte Aktivierbarkeit der Kupfferzelle iiber den TLR4-MyD88 Signalweg zu einem
Anstieg des Pfortaderdruckes.

Aktivierung von Kupfferzellen mit Bildung von Cys-LT R Cys-LT Rezeptoren auf

Zymosan oder LPS kontraktilen Zellen

l

Montelukast | Intrahepatische
| Kontraktion

|

Anstieg des portalen
Druckes

Abb. 27: Zusammenfassung II: Montelukast blockiert den CysLT; Rezeptor und erniedrigt den
Druck in der Pfortader.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

AK

ALT (GPT)
aP

AST (GOT)
BCA

BDL

BM 13.177
BT

CO
Cys-LT
ELISA
EvG

FHVP
GdCl;

vyGT
GI-Blutung
H&E

HF

HRP
HVPG

g

KC

KG

LDH

LPS

LT
Lyl71883

MAP
MK-886

MyD88

Antikorper

Alaninaminotransferase (Glutamatpyruvattransaminase)
alkalische Phosphatase

Aspartataminotransferase (Glutamatoxalacetattransaminase)
Bicinchinon-Siure

Gallengangsligatur (bile duct ligation)

Solutroban

Bakterielle Translokation

Kohlenmonoxid

Cysteinyl-Leukotriene

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Elastica-van-Gieson Firbung

free hepatic vein pressure

Gadolinium Chlorid

Gamma-Glutamyltranspeptidase

gastrointestinale Blutung

Héamatoxylin-Eosin Fiarbung

Herzfrequenz

horseradish peroxidase (Meerrettich Peroxidase)
hepatic venous pressure gradient

Internationale Einheiten

Kupfferzelle

Korpergewicht

Laktatdehydrogenase

Lipopolysaccharide

Leukotriene
1-[2-Hydroxy-3-Propyl-4-[4-(1H-Tetrazol-5-yl) Butoxy] Phenyl]-
Ethanone

mittlerer arterieller Druck

1-[(4-Chlorophenyl) Methyl]-3-[(1,1-Dimethylethyl) Thio]-a,a-
Dimethyl-5-(1-Methylethyl)-1H-Indole-2-Propionséure
Myeloid differentiation factor 88, Adapterprotein
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NASH
NO
PAMP
RR
SBP
SDS
Sham
TAA
TIPS
TLR
TX
U-46619
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